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Resumo As fosfatidilserinas são aminofosfolípidos que podem reagir com a glu-
cose formando fosfolípidos glicados. Pensa-se que estes derivados
glicados têm uma maior predisposição que a fosfatidilserina nativa de
sofrer modificações induzidas por stress oxidativo que, por promove-
rem a peroxidação lipídica, podem desempenhar um papel relevante
em diversas situações patológicas associadas com a inflamação e a
resposta imune, assim como envelhecimento, doenças neurodegene-
rativas e a diabetes. Por outro lado, estudos de fosfatidilserinas oxida-
das têm evidenciado poderem estar envolvidas no processo de elimi-
nação de células apoptóticas.
Com o intuito de estudar as modificações que ocorrem em condi-
ções de stress oxidativo em fosfatidilserinas glicadas, começou-se
por oxidar, recorrendo a uma reacção de Fenton, as fosfatidilserinas
1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfo-L-serina (DOPS), 1-palmitoil-2-oleoil-sn-
glicero-3-fosfo-L-serina (POPS) e 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfo-L-
serina (DPPS). Os produtos de oxidação foram caracterizados por es-
pectrometria de massa. Deste estudo foi possível identificar fosfati-
dilserinas oxidadas não só nas cadeias de ácidos gordos mas tam-
bém, pela primeira vez, na serina da cabeça polar. Foram avaliadas as
propriedades pró-inflamatórias dos produtos de oxidação resultantes
de modificações ca cabeça polar por citometria de fluxo. Os resulta-
dos obtidos permitiram identificar os derivados 1-palmitoil-2-oleoil-sn-
glicero-3-fosfohidroperoxiacetaldeído como importantes activadores da
expressão de citocinas em monócitos e células dendríticas mielóides.
Por fim, para avaliar o efeito de glicação, prepararam-se POPS glica-
das, as quais foram oxidadas utilizando as mesmas condições oxida-
tivas que para as PS oxidadas. Os produtos glicados e glicoxidados
foram analisados por ESI-MS, ESI-MS/MS, HPLC-MS e HPLC-MS/MS,
identificando-se produtos de oxidação de POPS glicoxidadas modifica-
das na cadeia acil e na molécula de glucose.

Key-words Phosphatidylserine, glycoxidation, oxidative stress, apoptose, imune
response
Abstract Phosphatidylserine is an aminophospholipid that can react with a mo-
lecule of glucose leading to the formation of glycated phospholipids. It
is thought that these derivatives are more susceptible to suffer oxida-
tion than native phosphatidylserines. This glycated phospholipids can
be implied in several patological processes like inflamation, abnormal
imune response, aging, neurodegenetative diseases and diabetes.
In order to evaluate the modifications that can ocurre by oxidative stress
in glycated phosphatidylserines, in this work, we started by the study of
the oxidation of 1,2-phosphatidylserine dioleoil-sn-glycero-3-phospho-
L -serine (DOPS), 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serine
(POPS) and 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serine (DPPS) un-
der a Fenton reaction.The oxidation products were characterized by
mass spectrometry. In this study it was possible to identify not only
phosphatidylserine oxidized on the fatty acil chains but also oxidation
on the serine, on the polar head, for the first time.
The imune activity of the oxidation products resulting from changes on
the polar head of POPS and DPPS were studied by flow cytometry. The
results obtained with this study allowed the identification of the deriva-
tives 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphohidroperoxyacetaldeide
(POPS -13 Da) as important activators of cytokine expression by mo-
nocytes and myeloid dendritic cells.
Finally, glycated phosphatidylserine were synthesized and glycosilated
phosphatidylserine were studied, by ESI-MS, ESI-MS/MS, HPLC-MS
and HPLC-MS/MS, and were identified modifications on the phospholi-
pid acil chain and on the glucose moiety in glycoxilated POPS.
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Capítulo 1
Introdução
No presente capítulo encontra-se uma descrição da base teórica inerente ao tema da tese a
que me propus. Aqui, são descritos os estudos onde as fosfatidilserinas nativas e modificadas
(oxidadas e glicadas) são analisadas e caracterizadas.
Este capítulo inicia-se por uma breve descrição da fosfatidilserina, sendo abordada a sua
estrutura, localização celular e intracelular e função, focando-se na implicação da fosfatidil-
serina na apoptose. Num segundo momento são descritos os processos de síntese de fosfati-
dilserinas oxidadas e glicadas e os seus papéis nos processos biológicos, bem como alguns
trabalhos de caracterização, por Espectrometria de Massa, tanto de fosfatidilserinas nativas
como oxidadas. Num terceiro momento é feita uma abordagem às técnicas mais relevantes
no estudo de fosfolípidos.
Por fim, uma vez que um dos objectivos do tema proposto é o estudo do efeito de pro-
dutos de oxidação no sistema imunitário, é também feita uma descrição breve deste sístema
imunitário e a sua relação com produtos de peroxidação lipídica. Umas vez que neste traba-
lho foi utilizada a técnica de Citometria de fluxo, neste mesmo capítulo, será feita uma breve
introdução a esta técnica.
1.1 A fosfatidilserina e a sua importância biológica
Os glicerofosfolípidos constituem 70 % dos lípidos das células [1]. Destes 70 %, 40 a
50 % são constituídos por fosfatidilcolinas; 20 a 45 % são constituídos por fosfatidiletanola-
minas, e em menor abundância, encontram-se fosfofatidilinositois, fosfatidilserinas e ácido
fosfatídico, em que as fosfatidilserinas contituem 3 a 10 % da quantidade de fosfolipido
numa célula [1, 2]. Em leveduras, como a S. cerevisiae, a fosfatidilserina é um componente
minoritário na maior parte dos organelos celulares em relação à membrana plasmática, onde
se pode encontrar não mais do que 30 % do total de fosfolípidos [1, 3]. Mas a sua baixa
quantidade, tanto em células animais como em leveduras e bactérias, é compensada pela sua
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grande importância biológica [1].
À excepção dos lípidos de reserva que se encontram nos adipócitos, a maior parte dos
lípidos celulares encontram-se localizados nas membranas celulares. Dependendo do orgão
e organelo em que se encontram, eles estão presentes em diferentes quantidades. A compo-
sição lipídica observada em algumas membranas celulares encontram-se resumida na Tabela
1.1. Através da análise da Tabela podemos observar que a fosfatidilserina encontra-se em
maior quantidade nas fibras nervosas mielinificadas [4].
Tabela 1.1: Composição aproximada em lípidos em diferentes membranas celulares (adap-
tado de [3, 4])
Lípido Membranas Mitocôndria Retículo Mielina
das hemácias endoplasmático
Colesterol 23 3 6 22
Fosfatidiletanolamina (PE) 18 25 17 15
Fosfatidilserina 7 2 5 9
Fosfatidilcolina (PC) 17 39 40 10
Esfingomielina 18 0 5 8
Glicolípidos 3 vestígios vestígios 28
Outros 13 21 27 8
Tal como outros fosfolípidos, a fosfatidilserina não se encontra distribuída uniforme-
mente dentro das células e a sua actividade depende da sua localização subcelular. As primei-
ras informações obtidas sobre a localização subcelular de fosfatidilserina advêm de estudos
de fraccionamento [3]. De forma a ultrapassar algumas limitações inerentes ao método de
fraccionamento, foram desenvolvidos métodos para detecção de fosfatidilserina. Um deles
foi a detecção de fosfatidilserina in situ, com a marcação com 2,4,6-trinitrobenzenosulfato
(TNBS), anticorpos anti-PS, anexina A5 e, também, marcação fluorescente com 7-nitro-2-
1,3-benzoxadiazol-4-il (NBD) e lactaderina C2 [5]. Nesta técnica células intactas, onde se
supõe conter fosfatidilserina, são analisadas sem qualquer fraccionamento por técnicas mi-
croscópicas acopladas a sistemas de marcação. Combinando a informação obtida de todos
os métodos de detecção existentes, identifica-se um padrão coerente sobre a localização de
fosfatidilserinas. A fosfatidilserina, como já foi referido, não se encontra nas mesmas quan-
tidades em todos os compartimentos celulares sendo a membrana plasmática o componente
mais rico em fosfatidilserinas, seguida de endossomas e por fim a mitocôndria, que é o orga-
nelo que contém menor quantidade de fosfatidilserina [3].
A fosfatidilserina (Ptd-L-Ser, PS ou 1,2-diacil-sn-glicero-3-fosfo-L-serina) (Figura 1.1)
foi primeiro descoberta num extracto lipídico de cérebro em 1941 por Folch [6]. A estrutura
química da fosfatidilserina foi elucidada também por Folch em 1948 [7], mas a sua estru-
tura exacta foi só mais tarde descrita por Baer e Mausukas em 1955 [8]. A fosfatidilserina
contém duas cadeias acil nas posições sn1 e sn2 do glicerol e uma cabeça polar constituída
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por um grupo fosfato e uma serina na posição sn3 [3, 7]. Embora a composição de ácidos
gordos da PS possa variar conforme o tipo de célula, organelo e tecido, os ácidos gordos
saturados com 16 ou mais carbonos estão normalmente ligados à posição sn1, enquanto que
os ácidos gordos insaturados encontram-se geralmente ligados à posição sn2 [3]. No plasma
humano predomina a substituição por ácido araquidónico, enquanto que no cérebro, retina
e outros tecidos predominam as fosfatidilserinas que são constituídas preferencialmente por
ácido docosanóico [3, 9]. Fosfatidilserinas com apenas um ácido gordo na posição sn1, co-
nhecidas como lisofosfatidilserinas, são importantes mediadores num número alargado de
processos biológicos. As lisofosfatidilserinas são formadas através de uma desacilação de
fosfatidilserinas pela enzima fosfolipases. São detectadas depois de ocorrerem lesões como
queimaduras ou crescimento de tumores. Também já foram descritas lisofosfatidilserinas
com o ácido gordo na posição sn2, que se denominam de sn-2-liso-fosfatidilserina [9].
Figura 1.1: Fosfatidilserina
A particularidade mais relevante da PS
é a presença do aminoácido serina na posi-
ção sn3. Ao contrário da colina ou da etano-
lamina, que são catiónicas, a serina é neu-
tra. Esta característica permite que a PS, ao
contrário da PC e da PE que são zwiterió-
nicas, seja um fosfolípido ácido (aniónico)
com três grupos ionizáveis: o grupo fosfato,
o grupo amina e o grupo carboxílico. De-
vido ao facto de possuir grupos ionizáveis, a fosfatidilserina apresenta propriedades ácido-
base [10]. A pH 7.0, o fosfodiester e o grupo carboxílico estão na forma aniónica, enquanto
que o grupo amina encontra-se com carga positiva. A pH inferior a 4.5 a fosfatidilserina
encontra-se na forma zwiteriónica [10].
Assim como outros fosfolípidos na natureza a fosfatidilserina encontra-se na forma de sal
ligada a iões, como sódio, e encontra-se preferencialmente no folheto interno das membranas
celulares [1]. Quando presente em quantidade relativamente elevadas na membrana ocorre
uma acumulação de carga negativa a que proteínas policatiónicas se podem ligar. Este efeito
pode ser importante no movimento e recrutamento de proteínas a nível celular.
Em bactérias e outros seres procariontes, a PS é sintetizada por um mecanismo seme-
lhante ao dos restantes fosfolípidos. A sua reacção ocorre entre o aminoácido, a serina, e o
CDP-diacilglicerol (Figura 1.2). Esta reacção é catalisada pela enzima CDP-diacilglicerol-
serina-O- fosfatidiltransferase havendo a libertação de CMP (citidina monofosfato). A maior
parte da fosfatidilserina sintetizada em bactérias é descarboxilada formando a fosfatidileta-
nolamina. A fosfatidilcolina é sintetizada através da metilação de fosfatidiletanolamina, fa-
zendo da fosfatidilserina o percursor primário dos fosfolípidos nestes organismos [3, 9, 11].
3
Introdução 1.1 A fosfatidilserina e a sua importância biológica
Figura 1.2: Síntese de fosfatidilserina em bactérias
Em animais existem duas vias de síntese de fosfatidilserinas envolvendo enzimas, subs-
tractos e localizações celulares diferentes. A PS é sintetizada no retículo endoplasmático
através de uma reacção catalizada pela enzima PS sintetase I, que envolve a incorporação
da serina na fosfatidilcolina. Esta reacção é dependente de cálcio e requer energia. A fos-
fatidilserina sintetizada é transportada para a mitocôndria, onde é descarboxilada em fosfa-
tidiletanolamina. Este fosfolípido retorna ao retículo endoplasmático e é convertido de novo
em fosfatidilserina mas, desta vez, pela acção da enzima PS sintetase II (Figura 1.3). A PS
sintetase I é encontrada especialmente nos rins, fígado e cérebro enquanto que a PS sintetase
II é mais expressa nos testículos [3, 9, 11].
Figura 1.3: Síntese de fosfatidilserina em células animais
A PS encontra-se distribuída por todas as células no folheto interno da membrana plas-
mática, endossomas e lisossomas, mantida por uma enzima chamada de aminofosfolípido
translocase [1, 3, 12, 13]. A PS apresenta importantes funções tanto no folheto interno como
externo mas as suas funções extracelulares têm sido as mais estudadas [3]. Em alguns pro-
cessos fisiológicos esta distribuição assimétrica de fosfolípidos na membrana plasmática é
perdida e a PS é translocada para o folheto externo da membrana plasmática. Este processo
de externalização está associado a ATPases, proteínas Scramblases e transportadores ATP
Binding Cassete [1] ou associado à inibição da aminofosfolípido translocase, enzima que
permite que os aminofosfolípidos permaneçam no folheto interno da membrana plasmática.
Esta inibição também ajuda neste processo uma vez que permite a externalização de amino-
fosfolípidos, como a fosfatidilserina [13].
A perda da assimetria membranar, devido à deslocação de PS, é um indicador precoce
de apoptose (por reconhecimento dos receptores na superfície dos fagócitos), estando rela-
cionada com doenças como Alzheimer, cancro, doenças autoimunes e infecções. Também
serve como sinalizador de início de coagulação sanguínea (pela activaçao de vários facto-
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res de coagulação como os factores V, VIII, X e protrombina [1, 3, 14]) e é importante na
internalização de vírus em células hospedeiras [1, 15]. A perda da assimetria membranar é
essencial no desenvolvimento dos pulmões, cérebro e osso (formação da matriz óssea) [9].
A externalização da PS é importante na função maturação de espermatozóides [12] e coor-
denação do batimento cardíaco e respiração [9]. Também foi demonstrada a externalização
de PS durante o processo de secreção de histamina pelos mastócitos, estando também impli-
cada em processos inflamatórios [3]. Desta forma, a PS apresenta um papel não só estrutural
mas também um papel importante na sinalização celular [1, 3]. Para além das funções como
componente celular e como percursor de outros fosfolípidos, como já foi descrito, a fosfati-
dilserina é um essencial cofactor na activação da enzima proteína cinase C [10], que é uma
enzima chave em processos de sinalização [12]. Todas as isoformas desta enzima são depen-
dentes de fosfatidilserinas para a sua actividade. Por outro lado, a fosfatidilserina também é
requerida por outras enzimas como Na+/K+ATPase e esfingomielinase [1]. Já foram iden-
tificados anticorpos para a fosfatidilserina e já foi descrito a ligação das proteínas anexina
I e V com elevada especificidade à fosfatidilserina [12]. Devido a esta particularidade esta
proteína é utilizada como sonda na detecção de células apoptóticas [3].
A importância da fosfatidilserina nativa em processos apoptóticos tem sido tema de
grande interesse por parte de vários grupos de investigação [3]. A sua relação com pro-
cessos patofisiológicos tem salientado a fosfatidilserina nativa como grande promissora de
ser o ponto chave de algumas patologias. De facto, as fosfatidilserinas estão intimamente
ligadas a processos apoptóticos mas fosfatidilserinas oxidadas (oxPS) também têm sido es-
tudadas e têm sido encontradas evidências da presença de fosfatidilserinas modificadas em
células apoptóticas [16]. A apoptose é um processo controlado de morte celular que envolve
geralmente processos pré-determinados que levam a um culminar de funções intracelulares,
terminando com a eliminação da célula apoptótica por células do sistema imunitário, como
os fagócitos [16].
Na apoptose a mitocôndria é o organelo chave em ambos os processos intrínsecos (inici-
ação do processo endógeno de sinalização celular) e extrínseco (desencadeado por sinais da
célula a ser eliminada) de apoptose. A nível mitocondrial o citocromo C é o complexo pro-
teico crucial no desencadeamento de mecanismos apoptóticos. A maior parte do citocromo
C encontra-se ligado à membrana mitocondrial estando envolvido na cadeia transportadora
de electrões. Cerca de 15 % do citocromo C mitocondrial encontra-se fortemente ligado à
membrana por interacções electrostáticas e hidrofóbicas. Os restantes 85 % encontram-se le-
vemente ligados à membrana mitocondrial, podendo haver a quebra da ligação e a passagem
do citocromo C para o citosol onde desencadeia processos celulares que levam à formação
do apoptossoma e há activação de processos intrínsecos de apoptose. Contudo, recente-
mente, para além deste processo intrínseco, têm sido descritas implicações do citocromo C
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na apoptose que podem estar seriamente envolvidos com a oxidação de dois fosfolípidos
negativamente carregados: a cardiolipina (CL), na mitocondria, e a fosfatidilserina (PS), na
membrana plasmática [16]. Nos dois casos, a oxidação destes fosfolípidos parece ser essen-
cial para a transducção de dois sinais apoptóticos distintos: um é a participação da oxCL na
permiabilização da membrana mitocontrial ao citocromo C facilitando a sua passagem para
o citosol e a outra é a contribuição da oxPS na externalização e reconhecimento da PS na
superfície celular por receptores especializados nos fagócitos (Esquema 1.1) [16].
Esquema 1.1: Esquema de externalização da fosfatidilserina oxidada.
1.2 Modificações em fosfolípidos
Os fosfolípidos oxidados têm sido sugeridos como importantes moléculas na actividade
biológica, distinguindo-se dos fosfolípidos não oxidados pela participação em vários proces-
sos biológicos [17], como por exemplo na sinalização de células apoptóticas.
A oxidação de fosfolípidos em geral leva à formação de novas moléculas que podem ter
características muito distintas das moléculas percursoras. As alterações destes fosfolípidos
podem estar associados a diferentes funções biológicas. O estudo de fosfolípidos oxidados
e a sua relação com a sua função biológica continua a ser um campo que ainda não está
totalmente conhecido, em particular no que diz respeito à oxidação de PS. À semelhança
da oxidação de PS, a glicação de PS ainda se encontra muito pouco explorada. Contudo,
estudos têm salientado a glicação como indutora do processo de oxidação [18]. Simões et al.
[19] descrevem o estudo de oxidação de fosfatidiletanolaminas glicadas, onde identificam
um aumento de produtos de oxidação em fosfatidiletanolaminas glicadas em contraste com
fosfatidiletanolaminas nativas.
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1.2.1 Oxidação de fosfolípidos
A oxidação de fosfolípidos dá-se segundo os mecanismos gerais de peroxidação lipídica.
Estes mecanismos podem ser enzimáticos ou não enzimáticos. A diferença importante que
justifica a utilização destas duas vias (enzimática e não enzimática) ainda permanece por
exclarecer [20], apesar de ser conhecido que a peroxidação lipídica produz apenas um isó-
mero enquanto que a peroxidação não enzimática produz todos os regioisómeros possíveis,
podendo ser esta a razão de, a nível celular, ocorrerem estas duas vias [20].
A oxidação lipídica enzimática é caracterizada pelo envolvimento de enzimas, como a
lipoxigenase, cicloxigenase e mieloperoxidase, nos diferentes estádios da oxidação lipídica.
As lipoxigenases assim como as sintases de prostaglandinas H (cicloxigenases) são enzimas
envolvidas na catalização da oxidação de ácidos gordos insaturados contendo duplas ligações
na conformação cis. As lipoxigenases encontram-se bem distribuídas em plantas, fungos e
animais. A superfamília de lipoxigenases consiste num conjunto de enzimas as quais têm
funções distintas dependendo da posição da dupla ligação do substracto. O aspecto mais in-
teressante das lipoxigenases é que a sua actividade e o seu mecanismo de acção depende da
função que vai desempenhar. Existem pelo menos duas funções maiores das lipoxigenases:
a formação de moléculas sinalizadoras, como os leucotrienos que estão relacionados, por
exemplo, com a broncoconstrição e a inflamação; e reacções de peroxidação nas membranas
lipídicas originando a formação de hidroperoxidos que alteram a estrutura das membranas
[21]. Enzimas da família das cicloxigenases catalizam a oxidação do ácido araquidónico por
dois oxigénios formando prostaglandinas. Este é o primeiro passo da formação de prostadoi-
des [21]. Em meio biológico podem ocorrer alterações das LDL devido à presença da enzima
mieloperoxidase. Esta enzima é secretada por fagócitos activados e oxida LDL, produzindo
peróxido de hidrogénio e o ácido hipocloroso (HOCL) [21, 22].
Os mecanismos não enzimáticos são os mais utilizados para estudos in vitro, em que
a peroxidação lipídica é desenvolvida utilizando sistemas simples de radicais livres. Des-
ses sistemas salientam-se o sistema iões ferrosos + ascorbato e a reacção de Fenton. Estes
sistemas permitem compreender os mecanismos de oxidação que ocorrem em meio bioló-
gico. Em 1876, Henry J. H. Fenton descreveu a observação de um produto colorido obtido
pela mistura de ácido tartárico com peróxido de hidrogénio e ferro em quantidades baixas.
Em trabalhos posteriores descobriu-se que esta reacção se dava por um mecanismo radicalar
havendo a formação de radicais livres, a partir do peróxido de hidrogénio, que induziam a
oxidação do ácido tartárico (citado em [23]). Nesta reacção consoante é utilizado Fe2+ ou
Fe3+ os radicais livres formados são distintos. É necessário controlar o pH da solução em
questão pois se for muito elevado vai desencadear precipitação do ferro sobre a forma de
Fe(OH)3. O ferro tem como função catalisar a reacção de peroxidação lipídica [24, 25].
Por vezes, neste tipo de reacções, é utilizado, complexado com o ferro, EDTA de forma a
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controlar melhor a reacção de oxidação, uma vez que o EDTA diminuí o potencial redox.
Esquema 1.2: Reacção de oxidação radicalar não enzimática
A oxidação de lípidos não enzimática radicalar dá-se segundo uma reacção radicalar que
é dividia em três passos: iniciação, propagação e terminação. Na peroxidação lipídica o
passo chave é o passo de formação dos radicais livres. Dos radicais livres conhecidos o mais
reactivo é o radical hidróxido (HO). O passo de iniciação e o radical livre desencadeador
deste processo determina o desenvolvimento de toda a reacção radicalar. Em meio biológico
existem vários candidatos para a indução deste processo de oxidação mas os radicais com
maior importância são o radical superóxido e o óxido nítrico (NO). É sabido que o radical
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superóxido não é capaz de abstrair um átomo de hidrogénio; contudo, o seu ácido conjugado
HOO já é capaz de participar nessa reacção. Os radicais livres mais encontrados em meio
biológico, radical superóxido e óxido nítrico, produzidos maioritariamente pelos fagócitos
do processo imune, são dois dos maiores mecanismos responsáveis pela oxidação de LDL
[15]. A iniciação é o passo onde o radical ácido gordo é produzido através da abstracção
de um átomo de hidrogénio do grupo metileno reactivo deixando um electrão desempare-
lhado no carbono desse grupo. Esta molécula com um ou mais electrões desemparelhados é
pouco estável podendo reagir com uma molécula de oxigénio produzindo um radical peró-
xido (ROO) que, por sua vez, promove várias reacções de oxidação formando mais espécies
reactivas, contituíndo, assim, o passo de propagação [24, 26]. Esta reacção é terminada (ter-
minação) quando os radicais formados reagem com outros radicais ou adquirirem um átomo
de hidrogénio, por exemplo, produzindo o hidroperóxido lipídico (ROOH) [20]. Contudo,
na presença de um catalizador como o ferro, há a formação de outros produtos de oxidação
como lípidos hidroxilados (ROH) e o radical alquilo (RO) que pode sofrer cisão ß havendo a
formação de produtos de oxidação como aldeídos ou dienos conjugados (Esquema 1.2) [20].
A oxidação lipídica não se encontra apenas relacionada com o dano tecidular ou com
processos inflamatórios. Esta encontra-se também relacionada com processos de sinalização
celular. Para além de se encontrar envolvida na arterosclerose e doenças neurodegenerativas,
doenças relacionadas com processos inflamatórios, também se encontra envolvida no pro-
cesso de envelhecimento celular, hipertensão, obesidade, assim como na síntese enzimática
de prostaglandinas [20, 27, 28]. Desta forma, a oxidação lipidica encontra-se relacionada
com uma variedade de processos endógenos extremamente importantes para o organismo,
para além do seu envolvimento em processos que levam a deterioração do mesmo.
1.2.2 Oxidação de fosfatidilserinas
Apesar do estudo de fosfolípidos não-oxidados e oxidados ainda ser uma área em ex-
pansão, já se encontra na literatura uma variedade de trabalhos sobre este tema em que se
recorre a várias técnicas para a análise e caracterízação destas moléculas. A espectrometria
de massa (MS) tem sido utilizada para identificar fosfolípidos não-oxidados e oxidados, in-
cluindo fosfatidilserina nativa (não oxidada) e fosfatidilserina oxidada [2, 14, 29, 30, 31].
Utilizando espectrometria de massa Hsu et al. [14] descreveram a fragmentação típica
de fosfatidilserinas nativas no modo negativo. Nos espectros de MS/MS observaram uma
perda de 87 Da, correspondente à perda da cabeça polar do fosfolípido, observaram, ainda,
iões correspondentes à perda dos dois ácidos gordos na forma de ácido (neste caso m/z
255 (ácido palmítico) e m/z 281 (ácido oleico)). Também observaram iões corresponden-
tes à perda da serina juntamente com a perda de uma das cadeias acil na forma de ácido
(neste caso m/z 391 ([M−H − 87−R1CO2H]−) e m/z 417 ([M−H − 87−R2CO2H]−))
9
Introdução 1.2 Modificações em fosfolípidos
e na forma de ceteno (neste caso m/z 409 ([M−H − 87− R1CH = C = O]−) e m/z 435
([M−H−87−R1CH =C = O]−)) (Figura 1.4) [2, 14].
Existem trabalhos sobre estudos de oxidação de aminofosfolipidos não-oxidados e oxida-
dos, recorrendo à espectrometria de massa, com maior incidência na fosfatidiletanolamina,
sendo, no entanto, ainda relativamente poucos os estudos sobre a fosfatidilserina. Contudo,
tem havido um aumento de interesse dos produtos de oxidação de PS, visto haver indicações
de que estes compostos poderão ter alguma repercussão biológica.
Figura 1.4: Espectro de ESI-MS/MS de fosfatidilserina nativa (adaptado de [14])
Alguns estudos identificam derivados hidroxilados e peroxilados de produtos de oxida-
ção de PS in vitro e in vivo [16, 32]. Fosfatidilserinas oxidadas contendo grupos hidrope-
roxidos e hidróxidos com a inserção de 1 a 4 oxigénios têm sido identificados por Kagan
e co-autores (Figura 1.5) [32]. Neste mesmo estudo todos os MS/MS das fosfatidilserinas
hidroxiladas e hidroperoxiladas apresentam a perda característica de 87 Da da serina, com
inserção dos oxigénios nas cadeias acil. Utilizando também espectrometria de massa com
ionização por electrospray (ESI-MS) e espectrometria de massa tandem (ESI-MS/MS) no
modo negativo, Tyurina et al. identificaram produtos monohidroperoxilados gerados por ra-
diação gama [33, 34]. Bayir et al. também propuseram a identificação de derivados de PS
hidroperoxilados presentes em cérebro lesionado [35]. Derivados hidroperoxilados e hidro-
xilados de PS também foram identificados por Tyurina et al. durante a apoptose induzida
em neurónios por staurosporinas [36] e em células e tecidos induzindo a estimulação de pro-
cessos apoptóticos e inflamatórios [32]. Este mesmo grupo, usando sistemas de oxidação
do perfil lipídico, mostrou que o padrão de oxidação de fosfolípidos durante a apoptose não
é aleatório e que a fosfatidilserina é um dos substractos preferidos na peroxidação lipídica
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[37].
Figura 1.5: Espectro de ESI-MS de fosfatidilserinas oxidadas (adaptado de [32])
Kagan e seus colaboradores verificaram que a oxidação da PS ocorre antes da sua ex-
ternalização como função de sinalização a macrófagos na eliminação de células apoptóticas.
Estes estudos vieram acentuar a ideia que, embora a PS nativa (não oxidada) seja a molécula
reconhecida pelos macrófagos sinalizando células apoptóticas, a PS oxidada parece ter um
papel também importante ou talvez mais importante nessa sinalização [16, 38, 39, 40].
Estudos onde foi utilizada HPLC com detector de fluorescência e de espectrometria de
massa com ionização de electrospray permitiram identificar acumulações selectivas de fos-
fatidilserinas hidroperoxiladas (PS-OOH) em cérebros humanos com doença de Alzheimer
[41]. Noutros estudos, utilizando como catalizador MPO, foi demonstrada a ocorrência de
oxidação de fosfatidilserina na cabeça polar. Flemming e seus colaboradores reportaram a
formação de aldeídos e nitrilos durante reacções de fosfatidilserina com MPO−H2O2−Cl−,
na cabeça polar da fosfatidilserina [42, 43]. Neste estudo, a perda típica da cabeça polar da
fosfatidilserina de 87 Da não foi verificada em MS/MS. Durante as modificações em PS a
quando da indução de oxidação por HOCl, Flemming et al. [42, 43] descreveram a formação
de produtos de oxidação, resultantes da oxidação na cabeça polar da PS, produzidos devido
à descarboxilação e desaminação com adição também de cloro.
Utilizando citometria de fluxo vários estudo têm sido desenvolvidos no sentido de des-
crever a relação entre PS e a iniciação do processo de apoptose. Nesses estudos foram iden-
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tificadas o envolvimento de alguns sistemas de receptores em macrófagos, como a proteína
anexina V ou o complexo proteico CD36 ou CD14 [44, 45, 46, 47, 48, 49].
Utilizando citometria de fluxo Greenberg et al. encontraram espécies oxPS-CD36 na
membrana de células apoptóticas [38]. Eles escrevem que o reconhecimento por parte dos
macrófagos de células apoptóticas, através do receptores CD36, ocorre possivelmente de
forma predominante por oxPS e em menor extensão por oxPC, mas não ocorre com PS não
oxidadas. Noutro estudo Matsura et al. [31] demonstraram a presença de fosfatidilserina oxi-
dada na superfície de células apoptóticas pela ligação dos produtos oxidados a uma proteína
mediadora (Fas). Em 2006, utilizando anticorpos anti-PL, foi identificada a presença de fos-
fatidilserina oxidada em células hepáticas apoptóticas em fígado danificado pelo consumo
excessivo de álcool [50].
Alguns compostos têm sido estudados para a inactivação da exposição de fosfatidilseri-
nas oxidadas em processos apoptóticos como a hormona melatonina [51]. Por outro lado,
alguns estudos de morfologia e eliminação no organismo de colesterol demonstraram que
alterações na eliminação de colesterol modificam a distribuição destes aminofosfolípidos
na membrana plasmática. Um desses fosfolípidos descritos é a fosfatidilserina que neste
processo é externalizada na membrana plasmática [52]. Outros compostos como a droga
quimoterapêutica melfalan, na presença de H2O2, induzem oxidação de fosfatidilserinas e
externalização de fosfatidilserinas oxidadas [53].
1.2.3 Glicação de aminofosfolípidos
Cada vez mais a sociedade moderna caminha para o sedentarismo. Este está associado à
diminuição da actividade física e maus hábitos alimentares que levam ao consumo e arma-
zenamento excessivo no organismo de açúcares e lípidos que podem influenciar o decurso
normal de vários processos metabólicos. Estes excessos podem levar ao aumento da incidên-
cia de várias doenças como a hipertensão arterial, diabetes, obesidade e doenças paralelas
como a aterosclerose. O aumento de açúcares no sangue incrementa a probabilidade de
ocorrer oxidação em fosfolípidos. Esta modificação pode induzir alterações na biossíntese
e movimento das membranas fosfolipídicas - quer nas suas propriedades físicas, quer nas
actividades de ligação a enzimas - desencadeando processos de stresse oxidativo [18, 54]
pois existem evidências de que alterações em fosfolípidos por insersão de sacarídeos podem
tornar estes fosfolípidos mais susceptíveis à oxidação [18, 24, 54].
Os aminofosfolípidos como as fosfatidilserinas e as fosfatidiletanolaminas são susceptí-
veis de glicação, pois estes aminofosfolípidos possuem na sua estrutura um grupo amina ao
qual é possível haver a ligação de um sacarídeo, como a glucose, pela formação de uma base
de Schiff. Nakagawa et al. [55], utilizando espectrometria de massa, reportaram a relação
entre a ocorrência de glicação e oxidação lipídica. Também Ravandi e seus colaboradores,
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em 2000, descreveram a glicação de glicerofosfatidiletanolaminas em lipoproteínas de baixa
densidade (LDL) e identificaram a glicação como um factor de aumento da probabilidade de
oxidação destas mesmas lipoproteínas sanguíneas [18].
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Esquema 1.3: Esquema da formação de produtos Amadori.
Louis Camille Maillard (1878-1936) foi o primeiro cientista a propôr a reacção entre
aminas e sacarídeos formando bases de Schiff. Ele investigou a reacção entre a glucose e
o aminoácido glicina activada pelo calor [56], passando esta reacção a ser denominada de
reacção de Maillard. Esta reacção ocorre através da adição de um hidrato de carbono, como
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a D-glucose pelo grupo aldeído ao grupo amina livre de outra molécula. Em 1993, a glicação
do fosfolípido fosfatidiletanolamina foi estudada por Bucala et al. [57], sendo demonstrada
pela primeira vez a glicação de fosfolípidos. Uma vez formada a base de Schiff é comum
ocorrerem rearranjos havendo a formação de produtos Amadori (Esquema 1.3) [24, 54].
De forma a elucidar a deposição de produtos de glicação (AGEs) na aterosclerose, nas pa-
redes da aorta, foram utilizados métodos imunohistoquímicos e microscopia electrónica com
anticorpos monoclonais específicos para AGEs [58]. Dois anos depois, em 1997, Requena
et al. [59] desenvolveram um biomarcador para a detecção de modificações em fosfolípidos
durante uma reacção de Maillard in vivo. A carboximetiletanolamina, separado por GC-MS
e identificado por imunoquímica, é descrita como sendo um produto formado nesta reacção.
1.2.4 Glicação de fosfatidilserinas
A fosfatidilserina ainda se encontra pouco explorada e os seus produtos de glicação não
são excepção. Pouco ainda é sabido como se comporta a fosfatidilserina em condições de
Maillard e o papel dos produtos obtidos dessa reacção em meio biológico. Ao contrário da
fosfatidilserina a fosfatidiletanolamina tem sido mais estuda e vários métodos de detecção
de produtos glicados têm sido desenvolvidos. Utilizando LC-MS/MS, Simões et al. [19]
descreveram os produtos de glicação de fosfatidiletanolaminas e o seu mecanismo de frag-
mentação foi identificado. Também utilizando LC-MS/MS Miyazawa et al. [60] analisaram
produtos Amadori em plasma de doentes diabéticos, identificando que o piridoxal 5’- fos-
fato poderá ser um importante inibidor, in vivo, de glicação de fosfolípidos prevenindo os
efeitos secundários da diabetes. Outros autores também sintetizaram e analisaram por UV
os produtos de glicação de fosfatidiletanolaminas [60, 61].
Apesar de se encontrarem em pouca quantidade, as PS encontram-se nas membranas das
LDL. As LDL (lipoproteínas de baixa densidade) são uma dos cinco maiores grupo de lipo-
proteinas. Têm como principal função o transporte de colesterol e triglicerideos na corrente
sanguínea e são descritas como sendo um dos factores de progressão da arterosclerose. A
glicação nas LDL reduz a degradação por parte dos fibroplastos havendo um aumento da
deposição de colesterol que desencadeia a formação das placas ateroscleróticas [9, 24].
Lertsiri e colaboradores [62] reportaram a glicação de aminofosfolípidos como a fosfati-
diletanolamina em glóbulos vermelhos recorrendo a técnicas como TLC, HPLC, FT-NMR e
FAB-MS. Neste estudo encontraram uma relação proporcional à quantidade de fosfatidileta-
nolaminas glicadas e a formação de hemoglobina glicada [62]. Também em plasma humano,
Ravandi e seus colaboradores contribuíram para a elucidação da presença fosfatidiletanola-
minas glicadas em lesões ateroscleróticas [18] e para o isolamento e identificação de produtos
de glicação de aminofosfolípidos em plasma sanguíneo [54]. Estes últimos investigadores
descreveram ainda a acumulação de colesterilesteres e triacilglicerois promovidos por fosfa-
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tidilserinas glicadas em lipoproteinas de baixa densidade (LDL) [63]. Em 2008, também foi
descrito o efeito de fosfatidiletanolaminas glicadas na estabilidade térmica das interacções
entre lípidos e proteínas em membranas, utilizando espectrofotometria de fluorescência [64].
As reacções de Maillard ocorrem na diabetes, em doenças neurodegenerativas e em do-
enças inflamatórias [20]. A aterosclerose é uma doença crónica inflamatória iniciada pela
retenção de lipoproteínas na parede dos vasos sanguíneos [65]. A deposição de lipoproteínas
pode advir de vários factores incluindo alterações na estrutura e/ou tamanho das lipopro-
teínas. As lipoproteínas podem também agregar espontaneamente em resposta a stresse ou
modificações enzimáticas. Esta agregação pode facilitar a peroxidação lipídica na parede dos
vasos sanguíneos o que resulta na aterogenese [65], mas também a peroxidação lipídica pode
alterar significativamente a estrutura membranar podendo ser um factor desencadeante desta
patologia. A oxidação de LDL tem um papel importante na iniciação de lesões ateroscleróti-
cas. A glicação não enzimática da apoproteina B e de fosfolípidos, como as fosfatidilserinas,
promove a geração de LDL oxidados (oxLDL) [18]. A glicação foi mostrada ser principal
factor de alteração da actividade biológica da LDL aumentando a deposição de colesterol
nas células aórticas comparado com LDL normal [18, 66]. As semelhanças entre as alte-
rações metabólicas de pacientes que sofrem de doenças neurodegenerativas e doentes que
sofrem aterosclerose encontra-se bem documentada pela observação em ambas as doenças
da indução por desgaste esquémico e activação de factores de crescimento, entre outros [20].
Nos últimos anos têm surgido provas de que este fenómeno está relacionado com processos
oxidativos que têm os papel essencial na doença de Alzheimer mas também noutras doenças
neurodegenerativas [20]. Estudos têm demonstrado alterações nos fosfolípidos da membrana
celular de células nervosas em casos de doença de Alzheimer [67, 68].
Várias metodologias são utilizadas para a análise de lípidos em geral e para a separa-
ção e caracterização de produtos oxidados como produtos hidroxilados e hidroperoxilados
[16, 32], e produtos resultantes da oxidação da cabeça polar da PS em particular [42, 43].
Na secção 1.3 serão explorados as técnicas utilizadas no estudo de produtos de oxidação, em
particular técnicas cromatográficas e técnicas de caracterização estrutural como a espectro-
metria de massa.
Para a separação e identificação de lípidos têm sido utilizadas várias técnicas como o
TLC (cromatografia em camada fina) e o HPLC (cromatografia líquida de alta eficiências) as
mais utilizadas.
1.3 Métodos utilizados na análise de fosfolípidos
O termo lípidos descreve uma vasta variedade de substâncias. Todas estas substâncias
têm em comum hidrofobicidade e boa solubilidade em solventes não polares. O termo incluí
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por exemplo, triacilglicerois, di e monoacilglicerois, esteróis, ácidos gordos livres, fosfolí-
pidos, proteolípidos, entre outros, havendo diferenças na sua estrutura molecular entre cada
um deles [10, 11]. De acordo com o tipo de lípidos, há vários métodos para a sua análise. A
escolha do tipo de método a utilizar é feita, não só de acordo com a substância, mas também
de acordo com o tipo de análise e informação que se pretende obter [69].
O primeiro passo para uma análise lipidómica é a extracção do lipidoma do tecido ou
fluído biológico que se pretende estudar. Em estudos em que amostra é obtida a partir de
lípidos padrão (comerciais) este passo não é executado, uma vez que o lípido já se encontrar
separado e purificado. O tipo de extracção utilizada depende dos lípidos que se pretende
obter no extracto lipídico. Solventes apolares como hexano e éter podem ser adoptados para
a extracção de lípidos simples neutros como esteres de ácidos gordos e acilglicerois. Para
lípidos mais complexos e polares como fosfolípidos e lipoproteinas é necessário utilizar sol-
ventes mais polares como metanol ou acetonitrilo. Em 1959 Bligh and Dyer introduziu um
método para isolar o lipidoma de músculo de peixe usando clorofórmio e metanol como
solventes. Este método tornou-se bastante popular e tem vindo a ser modificado e melho-
rado. São encontradas algumas desvantagens deste método como a toxicidade e o custo dos
solventes utilizados pois, é necessário garantir elevada pureza destes [69].
Para separação e identificação de lípidos têm sido utilizadas várias técnicas como o TLC
(cromatografia em camada fina) ou o HPLC (cromatografia líquida de alta eficiências). Para
a sua identificação existem um conjunto mais alargado de técnicas disponíveis para a análise
de lípidos como FTIR, NMR ou MS.
1.3.1 Técnicas cromatográficas
Devido à enorme heterogeneidade de classes de fosfolípidos presentes nos organismo, é
necessário que estes sejam separados de acordo com a sua classe a que são característicos.
Um dos métodos muito utilizado é a cromatografia em camada líquida (TLC). Este método é
muitas vezes utilizado como método de separação inicial antes da análise por espectrometria
de massa ou antes de uma separação mais precisa por HPLC [69].
Cromatografia em camada fina é um método de análise simples que pode ser feito sem
utilização de equipamento sofisticado e caro. Contudo, os resultados obtidos com esta téc-
nica são menos precisos do que os obtidos por GC ou HPLC. O TLC baseia-se na separação
de moléculas de acordo com a sua afinidade à fase estacionária. Isto é, a amostra é in-
corporada numa fase estacionária (pode ser sólida) pela qual é feita passar uma fase móvel
(líquida) que arrasta os componentes da amostra de acordo com a sua afinidade à fase móvel
e à fase estacionária. As diferenças de afinidade dos componentes da amostra à fase estacio-
nária estão associadas à sua polaridade. Esta polaridade vai influenciar a distância percorrida
pelos componentes da amostra (fosfolípidos), de acordo com a sua composição e caracterís-
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tica [70]. A variante desta técnica mais utilizada é a que é desenvolvida numa placa de vidro
ou alumínio com uma camada de material adsorvente. O material adsorvente mais utilizado
é sílica à qual é adicionada manualmente a amostra com uma seringa de vidro. Contudo, já
existem no mercado aparelhos de aplicação automáticas permitindo uma aplicação da amos-
tra mais precisa nas placas. Desta forma, consegue-se uma melhor reprodutibilidade, e uma
melhor análise mas a simplicidade e o baixo custo do TLC é perdido. As placas são corridas
numa câmara onde se encontra uma mistura de solventes específicos para o que se pretende
separar. Esta escolha é dependente do analito. Depois da corrida, as placas são removidas
da câmara e o solvente é evaporado. Por vezes este processo é repetido com a mesma placa
mas com diferentes solventes [71].
Existem dois tipos de TLC (Tabela 1.2): TLC de fase normal e TLC de fase reversa. No
TLC de fase normal a fase estacionária é polar e a fase móvel apolar eluindo-se primeira-
mente os componentes apolares, enquanto que no TLC de fase reversa a fase estacionária é
apolar e a fase móvel polar, eluindo-se primeiramente os componentes polares [24]. As des-
vantagens de usar TLC para o estudo de fosfolípidos são: a possibilidade de destruição da
estrutura do fosfolípido (quer por oxidação ou hidrólise), a baixa sensibilidade (em termos
de massa de composto) e a baixa resolução comparando com outras técnicas [70].
Tabela 1.2: Tipos de TLC
Fase Estacionária Móvel Separa componentes
Normal Polar Apolar Apolares
Reversa Apolar Polar Polares
Para revelação de fosfolípidos em TLC de forma a identificar visualmente a sua loca-
lização na placa de TLC são utilizadas técnicas de revelação. A análise da separação dos
fosfolípidos pode ser executada na própria placa de TLC por análise da intensidade dos
spots, ou acoplada com outras técnicas de análise sendo necessário a extracção e dissolução
do analito de forma a ser analisado, por exemplo por espectrometria de massa (MS). Existem
diferentes métodos de revelação como a revelação com vapores de iodo e a revelação por ni-
nidrina ou primulina [24, 71]. Na revelação com vapores de iodo a sua visualização pode
ser feita mesmo a olho nú, assim como com ninidrina. A ninidrina é normalmente utilizada
na detecção de amónio ou aminas primárias ou secundárias. Ao reagir com aminas livres
é visualizada um azul ou roxo. A ninidrina é normalmente utilizada na detecção de pro-
teínas, peptídeos e aminoácidos nos seus terminais amina. Em fosfolípidos que contenham
um aminoácido como a fosfatidilserina este método de revelação também pode ser utilizado.
Os fosfolípidos também podem ser detectados em placas de TLC utilizando, de forma não
específica, spray de primulina, sendo esta solúvel em água. Este método de revelação é não
destrutivo (ligação não covalentemente aos lípidos) e é visualizado utilizado luz UV, uma
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vez que a primulina é fluorescente [9, 69].
A cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) é uma técnica com princípios químicos
e físicos semelhantes aos do TLC de forma que todo o tipo de trabalho que é desenvolvido
em TLC pode ser desenvolvido em HPLC, apenas diferindo no facto de ser um técnica au-
tomatizada que usa pressões elevadas. Na mesma forma que em TLC utiliza um solvente
(fase móvel) que é passado através de colunas fechadas que contêm partículas muito finas
(fase estacionária) oferecendo uma separação mais eficiente [24]. Esta técnica é utilizada
para análise de lípidos não voláteis, como fosfolípidos e colesterol.
Existem vários tipos de HPLC consoante o tipo de característica do composto que se
pretende tirar partido para proceder à separação. Normalmente é utilizada para separar fos-
folípidos individualmente de uma mesma classe. Consiste em utilizar como fase estacioná-
ria octadecilsilano (C18) ou octilsilano (C8) e como fase móvel uma variedade de solventes
polares como acetonitrilo, metanol, água e por vezes tetrahidrofurano. O RF-HPLC (Cro-
matografia líquida de alta eficiente em fase reversa) é normalmente utilizada para separar
isómeros [69, 71].
Outra técnica cromatográfica também utilizada é a cromatografia gasosa (GC). Ao con-
trário do HPLC, a fase móvel em GC não interage com o analito pois são utilizados pre-
ferencialmente gases inertes que arrastam a amostra. Os gases normalmente utilizados são
hidrogénio, nitrogénio e hélio. A fase estacionária pode ser polar ou apolar. Em componen-
tes polares como cianopropilsiloxano ou polietilenoglicois, pode-se separar ácidos gordos de
acordo com o tamanho da cadeia e grau de saturação. Esta técnica é utilizada exclusivamente
para o estudo de ácidos gordos isolados.
Existem outras técnicas menos utilizadas na separação de lípidos como CCC (counter
current chromatography), Cromatografia de exclusão molecular (SEC) ou SFC (supercritical
fluid chromatography). Na CCC (técnica simples de cromatografia líquido-líquido que per-
mite a separação de um número elevado de substâncias) pode ser uma alternativa ao HPLC
apesar de não ser ainda tão desenvolvida. Na SEC o analito é separado de acordo com o
tamanho relativo dos seus componentes numa fase estacionária porosa, em que as moléculas
mais pequenas ficam presas na malha da fase estacionária. A SFC é uma técnica que combina
elementos do HPLC com o GC e é utilizado como fase móvel dióxido de carbono. Como a
maior parte das aplicações desta técnica são desenvolvidas a temperaturas muito superiores
à temperatura ambientes os analitos utilizados têm que ser termoestáveis [71].
Todas as técnicas cromatográficas descritas podem ser acopladas a uma variedade de
técnica de análise como FTIR, NMR ou MS. A espectrometria de massa (MS) é uma das
técnicas mais utilizadas, sendo acoplada a técnicas cromatográficas como GC, HPLC ou
TLC.
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1.3.2 Espectrometria de massa
Entre as muitas técnicas modernas para a análise lipídica destaca-se a Espectrometria
de Massa (MS) (Tabela 1.3) [72, 73]. A Espectrometria de Massa é uma técnica analítica
poderosa devido à sua elevada resolução é possível detectar compostos em muito baixa con-
centração e em misturas complexas [24]. As aplicações de Espectrometria de Massa têm
evoluído desde a sua utilização inicial na determinação de massas atómicas, passando pela
análise de compostos orgânicos voláteis até ao presente em que a análise de materiais bi-
ológicos se tornou uma área de investigação dominante. Esta evolução é acompanhada do
surgimento de diferentes métodos de ionização suave como a ionização por electrospray
(ESI) e a ionização por desorção por laser assistida por matriz (MALDI) [24, 73, 74].
Tabela 1.3: Resenha das técnicas de espectrometria de massa empregues no estudo de lípidos
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analito ionizando-o. Pode ocorrer
decomposição térmica.
500 Da Picomole
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A amostra é ionizada através da reacção
entre os iões de um gás e as moléculas
da amostra. Mais suave que o EI mas
também pode ocorrer decomposição
térmica.
500 Da Picomole
FAB
Ionização por bombardeamento, por
átomos, da amostra dissolvida numa
matriz líquida.
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Da
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Ionização por bombardeamento, por
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(continua)
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trajectória.
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TOF
Não utiliza campos (eléctricos ou
magnéticos) para proceder à separação
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(continua)
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emissão secundária ao longo de
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(fim)
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Um Espectrómetro de Massa é essencialmente constituído por três unidades básicas: a
fonte, onde são produzidos os iões a partir das substâncias que se pretende analisar; o ana-
lisador, onde os iões são separados de acordo com a razão massa/carga (m/z); e o detector,
que produz o sinal cuja intensidade está relacionada com o número de iões detectados. Nesta
técnica procede-se à formação, separação e detecção de iões em fase gasosa, de acordo com
a sua massa/carga [74].
Figura 1.6: Ionização por impacto electrónico
No primeiro passo o analito pode ser io-
nizado termicamente, por um campo eléc-
trico ou por transferência de electrões, iões
ou protões. No segundo passo a separação
dos iões no analito é feita por um campo
eléctrico ou magnético, estático ou dinâ-
mico, à excepção do analisador de tempo
de voo (TOF) em que a separação é proces-
sada sem qualquer campo. No último passo
os iões que chegam ao detector são contabi-
lizados e descritos num espectro de acordo
com o seu valor de m/z e abundância relativa
[75].
A primeira técnica de ionização desenvolvida foi a ionização por impacto electrónico
(EI) (Figura 1.6). Aqui, a ionização é efectuada pela aceleração de electrões num filamento
de tungsténio ou rénio a 2000ºC na direcção da câmara de ionização onde interagem com o
analito que se encontra em fase gasosa produzindo iões.
A seguir surgiu a técnica de ionização química (CI). Nesta técnica, a amostra é ionizada
através da reacção entre os iões de um gás e as moléculas da amostra. O gás utilizado é
colocado a uma pressão entre 0.5 e 1 Torr e é ionizado da mesma forma que em impacto
electrónico através de um feixe de electrões de elevada energia. Posteriormente, os iões
do gás vão interagir com as moléculas da amostra. Esta técnica permite obter uma maior
variedade de iões sem ser necessário aumentar significativamente a energia de colisão. Por
outro lado, é fortemente influenciada pela temperatura da fonte, pressão da fonte e também
por impurezas que estejam presentes na amostra, sendo necessário uma grande manutenção
do equipamento e pureza da amostra e reagentes utilizados.
Mais recentemente, também utilizando campos eléctricos elevados, surgiu a técnica de
ionização de ionização por campo (FI). A amostra, no estado gasoso, é ionizada por acção
de um campo eléctrico muito forte criado entre um fio de tungsténio, que está a um potencial
bastante elevado (5-10 kV), e outro eléctrodo situado a uns milímetros de distância. Este
campo é sentido não só entre os dois eléctrodos mas na vizinhança deste emissor. Uma
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molécula que esteja nesta vizinhança vai sentir o efeito desse campo eléctrico fazendo com
que o electrão mais externo passe para o metal. Este processo é denominado de “efeito de
túnel” formando-se iões M∗+ que por reacção com outras moléculas neutras originam iões
[M +H]+. Os iões com carga positiva formados são repelidos pelo emissor e entram no
analisador.
Com a evolução da Espectrometria de Massa começou-se a sentir necessidade de ana-
lisar, através desta técnica, compostos que são pouco voláteis tendo em conta que nas três
técnicas já descritas a amostra necessitar de ser previamente vaporizada. Desta forma, fo-
ram desenvolvidos novos métodos com o intuito de aumentar a volatilidade da amostra sem
ocorrer decomposição da mesma, como a técnica de “in-beam” e técnicas de ionização por
desadsorção da amostra. As que mais vingaram foram as segundas com o surgimento de
técnicas como FAB (ionização por bombardeamento por átomos), LSIMS (ionização por
bombardeamento por iões acelerados) e MALDI (desadsorção por bombardeamento por iões
acelerados). Em técnicas onde a amostra é ionizada por bombardeamento por átomos ou iões
acelerados (FAB ou LSIMS, respectivamente) a amostra é dissolvida numa matriz líquida,
como glicerol, e é incidido nessa matriz um bombardeamento de átomos ou iões primá-
rios. A matriz permite uma renovação contínua da superfície onde o feixe incide permitindo
obter um sinal mais longo aumentando o número de iões formados sem ocorrer destrui-
ção da amostra, sendo este tipo de ionização denominada de “suave”. Os espectros obti-
dos com esta técnica de ionização “suave” são caracterizados por uma fragmentação pouco
extensa, ao contrário de EI e por se visualizar picos correspondentes à ionização de com-
ponentes da matriz. Quando a ionização passa a ocorrer através da incidência da radiação
de laser num intervalo de tempo muito curto e numa pequena área da amostra, a técnica
passa-se a denominar de desadsorção por laser assitida por matriz (MALDI) (Figura 1.7).
Figura 1.7: Ionização por desadsorção por la-
ser assistida por matriz
O comprimento de onda, a intensidade da
radiação laser e a matriz são os três factores
essenciais a ter em conta para que a ioniza-
ção ocorra. Quando ocorre uma coincidên-
cia entre o comprimento de onda do laser
e o comprimento de onda de um dos máxi-
mos de absorvência da amostra, a energia da
radiação é absorvida e ocorre formação de
iões; quando isto não acontece a energia do
laser é reflectida ou dispersa. Quando a ma-
triz misturada com a amostra apresenta uma
banda de absorção intensa ao comprimento
de onda do laser vai ocorrer, também, absor-
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ção da radiação por parte da matriz, acontecendo a ionização e a desadsorção. A principal
vantagem da ionização por MALDI é a possibilidade de produzir iões de elevada massa
molecular permitindo a análise de moléculas grandes como as proteínas [76].
Figura 1.8: Ionização por electrospray
Concorrente às técnicas de ad-
sorção em matriz também surgi-
ram técnicas de ionização utili-
zando técnicas de “spray” como
ionização à pressão atmosférica
(API), termospray e plasma spray
e, a mais utilizada, electrospray. A
ionização por electrospray (ESI) é
uma técnica que permite a trans-
ferência de iões presentes em so-
lução aquosa para a fase gasosa,
para serem posteriormente analisa-
dos. O método baseia-se na aplicação de uma diferença de potencial a um capilar metálico
que se encontra a uma determinada distância de um contra-eléctrodo planar. A acumulação
de carga positiva à superfície do líquido faz com que se forme um cone de líquido na ponta
do capilar denominado de cone de Taylor. Por evaporação do solvente, as gotas carrega-
das diminuem de tamanho enquanto a carga se mantém constante. A diminuição do raio
das gotas leva a um aumento das repulsões electrostáticas das cargas à superfície até atingir
o chamado limite de estabilidade de Rayleigh (Figura 1.8) [74]. Para a formação de iões
em fase gasosa a partir de gotas carregadas de pequenas dimensões foram propostos dois
mecanismos diferentes que se encontram ainda em discussão: o mecanismo proposto por
Dole e o mecanismo proposto por Iribarne e Thomson. Esta técnica pode ser utilizada para
a formação de iões positivos ou negativos, protonados ou halogenados, por exemplo com
sódio ou lítio. Dependendo do tamanho da molécula, esta técnica caracteriza-se por formar
frequentemente iões de carga múltipla com número de cargas elevado, reduzindo, assim, a
razão m/z. Esta é uma característica importante para compostos com alto peso molecular,
permitindo ser analisados em analisadores de menor limite de massa. Esta técnica é uma
técnica suave e permite que interacções não covalentes entre moléculas, que existam em so-
lução, sejam preservadas na fase gasosa; e, como as amostra a analisar são introduzidas em
solução, permite que esta técnica seja facilmente acoplada a muitas técnicas de separação
como a cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC).
Este processo de ionização, juntamente com MALDI, é muito utilizado para a análise
lipidómica e pode ser combinado com vários tipos de analisadores como o triplo quadrupolo,
trapa de iões, TOF (tempo de voo) e orbitrap [73].
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Os analisadores separam iões formados na fonte, de acordo com a sua razão massa/carga.
A maior parte dos Espectrómetros de Massa possuem dois ou mais analisadores de massa,
para se poder realizar a análise por MS/MS, apesar de haver alguns tipos de analisadores que
permitem a análise tandem sem ser necessário o acoplamento de mais do que um analisador
[74]. Existem vários tipos de espectrómetros sendo aqueles com analisadores mais comuns
os de tempo de voo (TOF), sectores (B), quadrupolo (Q) e ion trap (T). De forma a aumen-
tar a sensibilidade os analisadores, por vezes, encontram-se acoplados. É o caso do Q-TOF
que consiste no acoplamento de um quadrupolo e um analisador tempo de voo, aumentando
significativamente a sensibilidade [24, 74]. O primeiro analisador a ser desenvolvido foi o
analisador de sectores (Figura 1.9). Tal como o nome indica é constituído por dois sectores
em que um é aplicado um campo eléctrico e ao outro um campo magnético. A configu-
ração mais usada é a que coloca primeiro o sector eléctrico seguida do sector magnético,
sendo esta configuração denominada de analisador de sectores de geometria directa, apesar
de também existir a geometria oposta (primeiro sector magnético seguido de sector eléctrico)
denominando-se de analisador de sectores de geometria inversa. No segundo, os iões, depois
de saírem da fonte, são focados com a ajuda de lentes electromagnéticas em direcção ao sec-
tor magnético onde são deflectidos. Iões com maior massa são menos deflectidos que iões
com menor massa. Neste ponto os iões são separados apenas pelas suas diferentes massas.
De forma a obter um espectro com uma boa resolução (isto é, todos os iões com o mesmo
valor de m/z apareçam no mesmo pico) os iões têm que ser filtrados de acordo com as suas
energias cinéticas. Para tal, depois de outro passo de focagem com lentes electromagnéticas
os iões entram no sector eléctrico onde os iões com o mesmo valor de m/z são filtrados de
acordo com a sua energia cinética [75, 77].
Figura 1.9: Analisador de sectores (magnético-eléctrico)
Outro analisador também muito utilizado é o quadrupolo. Um quadrupolo (Figura 1.10)
é formado por quatro rolos paralelos aos quais se aplica uma corrente contínua e uma cor-
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rente alternada alterando o trajecto dos iões injectados. Esta corrente alternada permite es-
tabilizar ou desestabilizar selectivamente os iões. Os iões desestabilizados numa determi-
nada frequência (RF) são detectados obtendo-se um pico com uma determinada massa/carga
[24, 74].
Figura 1.10: Analisador quadrupolo
A trapa de iões (Figura 1.11) foi desenvolvida em
paralelo com o analisador de quadrupolos pelo pré-
mio Nobel Wolfgang Paul por volta de 1950. A trapa
de iões funciona basicamente pelos mesmos princí-
pios físicos que o analisador quadrupolo, só que os
iões são apreendidos e ejectados sequencialmente por
instabilidade de trajectória. Os iões são apreendidos
através de potenciais RF aplicados [74]. Os iões, pro-
duzidos na fonte, entram na trapa e são aprisionados
por três eléctrodos hiperbólicos. Diversas voltagens
são aplicadas a estes eléctrodos permitindo que os iões se encontrem a descrever uma tra-
jectória oscilatória estável dentro da trapa de iões. A trajectória exacta de cada ião de-
pende da voltagem aplicada e do seu valor m/z. Para detectar os iões, os potenciais são
alterados de forma a desestabilizar a trajectória oscilatória resultando na ejecção selectiva
de iões para fora da trapa em direcção ao detector. Normalmente os iões são ejectados
em ordem crescente de m/z através de uma alteração gradual dos potenciais dos eléctrodos.
O facto dos iões poderem ser mantidos dentro da trapa num grande espaço de tempo permite
que o analisador trapa de iões tenha características especiais para análises de MS/MS. Numa
trapa de iões é possível isolar um ião com um valor m/z particular e ejectar todos os restantes
iões da trapa funcionando a trapa como uma célula de colisões onde ocorre a fragmentação
do ião [74, 75, 77] várias vezes (MSn).
Figura 1.11: Analisador de trapa de iões
O desenvolvimento de um analisa-
dor de tempo de voo (TOF) remonta
a 1946. Ao contrário do quadrupolo e
da maioria dos analisadores, este anali-
sador não utiliza campos (eléctricos ou
magnéticos) para proceder à separação
dos iões. Este tipo de analisador usa as
diferenças de tempo que os iões gera-
dos e acelerados levam a chegar ao detector. Desta forma, os iões são separados apenas na
base da velocidade de cada ião quando acelerado sem qualquer campo aplicado. Os iões são
acelerados para um “tubo de voo”, no vazio, por num potencial elevado (superior a 30 kV). A
velocidade e o tempo em que se encontra em movimento cada ião depende da sua massa, em
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que o valor de m/z está relacionado com o tempo que o ião demora a percorrer o tubo desde
a fonte até ao detector. A velocidade de cada ião é inversamente proporcional às raízes qua-
dradas das suas massas. Assim, os iões de maior velocidade e mais leves chegam primeiro
ao detector do que os iões de menor velocidade e mais pesados [24, 74]. Num TOF linear,
os iões atravessam o tubo de voo até ao lado oposto à fonte, onde se encontra o detector. O
poder de resolução pode ser aumentado utilizando um reflectrão ou uma série de reflectrões.
O reflectrão funciona como um espelho para iões que foca os iões com diferentes energias
cinéticas (Figura 1.12) [74, 75].
Figura 1.12: Analisador tempo de voo com reflectrão
O FT-ICR (Fourier-transform
ion cyclitron resonance) (Figura
1.13) é o espectrómetro de massa
mais complexo e apresente uma
sensibilidade elevada em relação
à maioria dos outros analisadores
[74]. Basicamente, neste analisa-
dores os iões entram numa célula
semelhante à trapa de iões. A cé-
lula é localizada no meio de um
magneto, de 4,7 a 13 Tesla, envolto
em hélio e azoto líquido. Quando os iões passam no campo magnético descrevem um movi-
mento circular perpendicular ao campo dentro da caixa. A frequência de rotação de cada ião
é dependente do valor de m/z. Até este ponto, nenhum sinal é observado uma vez que a dife-
rença entre os raios da rotação de cada ião é muito pequena não sendo possível detectar. De
forma a aumentar essa diferença, pulsos de radio-frequência, correspondentes a cada valor
de m/z, são feitos incidir na célula. Cada frequência de excitação vai acoplar com os iões
Figura 1.13: Analisador FT-ICR
que tiverem um determinado valor m/z excitando-os para uma órbita de maior energia [77].
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Esta passagem vai induzir alterações eléctricas que são detectadas pelo detector que se en-
contra nas paredes da célula. Para isto acontecer, a frequência da radiação tem que ser igual
a frequência ciclotrónica (frequência a que os iões rodam) e a intensidade é proporcional ao
número de iões excitados. De igual modo às restantes trapas, é possível realizar análises de
MS/MS sequencialmente, ou seja MSn.
O analisador mais recente é a orbitrap. A orbitrap (Figura 1.14) é um analisador da
família das trapas em que os iões à semelhança da trapa de iões também são aprisionados.
O campo de aprisionamento é electrostático, sem qualquer campo magnético. Os iões são
aprisionados numa trapa cilíndrica que contém no centro um eléctrodo rotatório. A detecção
dos iões pode ocorrer por monitorização das frequências de oscilação dos iões (oscilação
axial) ou por ejecção selectiva dos iões instáveis, como na trapa de iões.
O terceiro e último constituinte de um espectrómetro de massa é o detector. No detector
os iões formados e separados produzem um sinal passível de ser medido. Este sinal, que
normalmente é de natureza eléctrica, é amplificado. Existem vários detectores como foto-
multiplicadores, electromultiplicadores e MCP (detector plano de micro-canal). O detector
fotomultiplicador é um dispositivo que permite converter luz em sinal eléctrico. O fotão
embate num cátodo (placa de metal com polarização negativa) o qual emite electrões que
são acelerados em direcção a um dínodo (placa metálica onde se faz emissão secundária de
electrões). Os electrões daqui resultantes são dirigidos a uma série de dínodos que amplifi-
cam o sinal. No final esta cascata de electrões bombardeia um ecrã fosforescente onde os
electrões são convertidos em fotões. Estes são usados em detectores como por exemplo o
detector de Daly [78]. O detector electromultiplicador é um detector de iões em que estes
ao embaterem numa superfície dão origem a electrões que vão embater noutra superfície,
e assim sucessivamente, havendo uma amplificação do sinal. O detector MCP, da família
do detector electromultiplicador, tira partido da intensificação do sinal por multiplicação de
electrões via emissão secundária ao longo de microtubos de material de elevada resistividade.
A disposição espacial destes microcanais permite obter resolução espacial.
Figura 1.14: Analisador orbitrap
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1.4 Estudo imunológico
Um dos objectivos propostos para este tema consiste no estudo do papel dos produtos de
oxidação, obtidos pela reacção de Fenton, no sistema imunitário. Utilizando células imunes,
como os monócitos e células dendríticas, provenientes de sangue total de diferentes dadores,
será testada a actividade imune de fosfatidilserinas oxidadas, utilizando citometria de fluxo.
1.4.1 Sistema imunitário
A função primária do sistema imunitário é proteger o organismo de substâncias exóge-
nas ou endógenas que sejam prejudiciais, como microrganismos, toxinas e células malignas.
Este sistema encontra-se continuamente em desenvolvimento, permitindo a protecção contí-
nua contra ataques constantes tanto do meio exterior como interior do organismo. Durante
este processo o sistema imunitário tem a capacidade de aprender novos mecanismos de inac-
tivação dos ataques de agentes patogénico (tanto endógenos como exógenos) prevenindo
a ocorrência de danos no organismo. A maior parte das respostas imunes são de duração
limitada e são restringidas por mecanismos regulatórios [79].
O sistema imunitário pode ser dividido em sistema imunitário não-específico e sistema
imunitário específico. No primeiro, ocorre a activação de um mecanismo de defesa indepen-
dentemente do sistema invasor. Estes mecanismos são denominados de mecanismos não-
clonais de defesa uma vez que não é necessário a produção de uma célula específica para o
antigénio no desenvolvimento do mecanismo de defesa contra este agente invasor. Do leque
de mecanismos de defesa não-específicos podemos salientar o sistema complementar, as ca-
madas celulares intactas da epiderme, sistemas enzimáticos antimicrobiais e mediadores não
específicos como os interferões e interleucinas. A nível celular podemos destacar os granuló-
citos, o sistema monócitos-macrófagos e as células natural killer. Estas últimas permitem a
interface entre o sistema imunitário específico e não específico. Nestes processos a resposta
inflamatória apresenta um papel fundamental no recrutamento de todos estes mecanismos de
defesa não-específicos. O primeiro passo neste processo é a libertação de mediadores que
dilatam os vasos sanguíneos e tornam as paredes dos capilares mais permeáveis. De seguida,
a zona da infecção é visitada por granulócitos que serão substituídos por macrófagos num
ponto mais avançado da reacção. Os granulócitos fazem parte da primeira linha de defesa do
organismos na qual a maior parte dos agentes invasores são destruídos. Os restantes agentes
invasores que escaparam ou os produtos desta primeira linha de defesa são fagocitados pelos
macrófagos.
Quando a acção dos agentes fagocitórios não é suficientemente eficaz para a elimina-
ção do agente patogénico, há o envolvimento do sistema imunitário específico na resposta
imune. Este sistema actua produzindo células específicas para um determinado antigénio. É
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constituído por linfócitos T e B, havendo a produção de reacções com elevada especificidade
para os seus respectivos antigénios. Os linfócitos B têm a capacidade de produzir e secretar
anticorpos específicos para um determinado agente invasor [79].
Figura 1.15: Célula dendrí-
tica
No sistema imunitário encontram-se uma variedade de cé-
lulas imunes com características e funções distintas. Estas cé-
lulas dividem-se em três grupos: linfócitos, que reconhecem
um antigénio específico; as células apresentadoras de antigé-
nios, como as células dendríticas e os monócitos, que captu-
ram o antigénio e apresentam-no aos linfócitos; e as células
efectoras, que eliminam os antigénios.
Os linfócitos são as únicas células que possuem receptores
específicos para os antigénios, sendo, consequentemente, os
principais mediadores da imunidade específica [80, 81].
As células apresentadoras de antigénios, como já foi re-
ferido, têm a capacidade de apresentar o antigénio às células efectoras de forma a serem
eliminados. As células apresentadoras de antigénios migram normalmente para junto das
zonas de possível entrada de microrganismos como a pele, tracto gastrointestinal e o trato
respiratório [79]. Esta função de captura de antigénios é bem conhecida num tipo de células
imunes chamadas de células dendríticas. As células dendríticas (Figura 1.15) representam
apenas cerca de 0,5% de todas as células mononucleadas no plasma e encontram-se presentes
em todos os órgãos, principalmente em tecidos que se encontram em contacto com o meio
exterior como a pele, revestimento do nariz, pulmões, estômago e intestino. Também podem
ser encontradas num estado imaturo no sangue. Estas células imunitárias têm uma grande
capacidade de mobilidade, sendo importantes células mensageiras entre o sistema imunitário
não-específico e o sistema imunitário específico [79]. Dentro do grupo das células apresen-
tadoras de antigénio também se encontram os monócitos/macrófagos. Os monócitos (Figura
1.16) encontram-se normalmente na corrente sanguínea tendo um tempo de semi-vida ape-
nas de algumas horas. Quando se encontram nos tecidos, onde podem permanecer mais que
um ano, passam a ser denominados de macrófagos. Contêm um núcleo com a forma de uma
ferradura e uma faixa larga de citoplasma contendo enzimas como peroxidases e hidrolases.
Os monócitos e os macrófagos possuem receptores que se ligam a moléculas sinalizadoras
na superfície dos diferentes agentes patogénicos [79]. São importantes agentes fagocíticos.
As células efectoras têm a capacidade de eliminar microrganismos e são constituídas
pelos linfócitos da linhagem B e T e leucócitos [80].
De forma a facilitar a comunicação entre as células do organismo todas as células pos-
suem receptores de membrana, incluíndo as células do sistema imune. A maior parte des-
tes receptores transmembranares são constituídos por duas ou mais subunidades proteicas
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que operam em conjunto e que se encontram ligadas ou dissociadas consoante estão liga-
das ou não a um ligando. No sistema imunitário existe um conjunto de moléculas que se
denominam de CD (cluster of differentiation). Estas moléculas encontram-se presentes na
superfície das células imunes. Estas moléculas são descritas como importantes receptores
transmembranares ou ligandos. Também apresentam um importante papel na adesão celu-
lar. As CD permitem a identificação fenotípicas das células imunes. Para os humanos são
conhecidas mais de 350 diferentes. De forma a identificar estas moléculas na superfície das
células, usualmente é utilizado citometria de fluxo, que por imunofenotipagem são identi-
ficadas utilizando anticorpos monoclonais específicos que se vão ligar específicamente às
CD marcando-as. Cada tipo de célula imune possui na sua superfície diferentes CD a partir
dos quais é possível identificar a célula imune que se encontra presente no sangue ou num
tecido. Para a identificação de monócitos e células dendríticas mieloides é comum utilizar-se
o antigénio de membrana CD33 que é um marcador de função ainda desconhecida mas que
é encontrado em células mielóides imaturas como os monócitos e células dendríticas mielói-
des. Para a identificação de células dendríticas mielóides também é comum utilizar-se uma
conjugação de CD aos quais este tipo de células dendríticas não possuí, sendo identificadas
pela falta de marcação na presença dos anticorpos monoclonais para estas moléculas. São
normalmente utilizadas as CD3 (presentes em linfócitos T), CD19 (presente em linfócitos
B), CD56 (presente em células Natural Killer) e CD14 (presente em monócitos), as quais
não se encontram na membrana de células dendríticas mielóides.
Figura 1.16: Monócito
Em humanos existe um grupo de moléculas denominadas
de Antigénios de Leucócitos Humanos (HLA) que é a deno-
minação dada ao Complexo de Histocompatibilidade Maior
(MHC) nos humanos. Este complexo é uma região no genoma
dos vetebrados que codifica diferentes proteínas que têm um
importante papel no sistema imune e na autoimunidade. As
proteínas codificadas pelos HLA fazem parte da parede das cé-
lulas e são únicas para cada pessoa. O sistema imunitário uti-
liza estas proteínas para diferenciar células endógenas e células
exógenas. Dentro deste grupo de proteínas codificadas pelo re-
gião HLA existe um receptor de membrana denominado de HLA-DR que tem como função
a apresentação de péptidos do antigénio fagocitado às células T pelas células apresentado-
ras de antigénio como os monócitos e as células dendríticas. Estes receptores encontram-se
específicamente em células apresentadoras de antigénio sendo, desta forma, utilizados na
identificação neste tipo de células do sistema imune utilizando anticorpos monoclonais para
HLA-DR.
Em resposta aos agentes patogénicos, os macrófagos/monócitos e as células dendríti-
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cas secretam proteínas chamadas de citocinas, que são intermediárias em muitas reacções
celulares de imunidade não-específica. As citocinas são proteínas solúveis que servem de
mediadoras nas reacções imunológicas e inflamatórias. A maioria das citocinas cuja estru-
tura molecular se encontra definida é chamada, por convenção, de interleucina. Na imuni-
dade não-específica, os macrófagos activados ao reconhecerem os microrganismos secretam
inúmeras citocinas. Por exemplo, a ligação da endotoxina lipopolissacarídeo (LPS) ao seu
receptor nos macrófagos é um estímulo poderoso para que essas células expressem citocinas
[79, 80]. Esta endotoxina é um constituinte da parede celular de bactérias e é usualmente uti-
lizada como padrão activado em ensaios imunológicos, uma vez que é um potente activador
da expressão de diversas citocinas.
As citocinas da imunidade não específica desempenham várias funções. A citocinas
IL-1, TNFα (factor de necrose tumoral) e IL-6 são as principais citocinas envolvidas no
recrutamento de células imunes numa infecção. Neste processo a quimotaxia é mediada
pela citoquina IL-8 que, juntamente com o aumento da permeabilidade vascular, recruta os
granulócitos e causa inflamação tecidular [79, 80].
O TNFα é uma citocina que medeia diversas respostas biológicas. Apesar deste factor ter
um importante papel na defesa do organismo contra agentes patogénicos, em situações de
hiperactivação deste factor é comum estar associado ao desenvolvimento de doenças infla-
matórias e autoimunes. A inibição da interacção TNFα - receptor de TNF tem sido mostrado
ser altamente positivo no tratamento de diversas doenças autoimunes incluíndo artrite reuma-
tóide e doença de Crohn [82, 83]. Por outro lado, o TNFα encontra-se também relacionado
com processos apoptóticos pela activação intracelular de caspases-8 e -10, que levam ao
desencadeamento de processos apoptóticos como a diminuição do volume celular e a con-
densação da cromatina [82].
A interleucina 8 (IL-8) é uma quimiocina produzida pelos monócitos e macrófagos e
por outros tipos de células como as células epiteliais. Esta interleucina liga-se a receptores
CXCR1 e CXCR2 que se encontram acopladas à proteína G. O receptor CXCR1 é o recep-
tor ao qual a IL-8 apresenta maior afinidade. Esta interleucina tem como função mediar o
processo de quimiotaxia e é também um potente factor angiogénico [84, 85].
A proteína MIP apresenta-se em duas variantes, MIP-1α e MIP-1β, sendo produzida por
macrófagos/monócitos, células dendríticas e linfócitos, com propriedade quimiostáticas. É
uma citocina essencial na resposta imune a infecções e inflamações, que tem a capacidade de
activar os granulócitos e activar a produção de citocinas como a IL-1, IL-6 e TNFα nos ma-
crófagos e fibroblastos. Já a IL-6 é uma citocina que actua tanto como pró-inflamatória como
anti-inflamatória, sendo secretada pelas células T e pelos macrofagos de forma a estimular a
resposta imune a quando de uma lesão acompanhada de inflamação. Esta interleucina tam-
bém é produzida pelos músculos e encontra-se elevada em situações de elevada contracção
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muscular. Por fim, a IL-1β é uma citocina produzida pelos macrófagos activados na forma
de pró-proteína, sendo depois processada proteoliticamente para a sua forma activa pela cas-
pase 1. Esta citocina é um importante mediador da resposta inflamatória e está envolvida
numa variedade de processos celulares, incluíndo proliferação celular, diferenciação celular
e apoptose.
Já têm sido descritos produtos de oxidação como importantes modeladores da resposta
imune [84]. Watson e seus colaboradores [86] identificaram produtos de autoxidação do
ácido araquidónio como importantes mediadores pró-inflamatórios. Por outro lado, nou-
tro estudo [87], foi demonstrado que oxPLs são potentes inibidores da endotoxina LPS .
Subbanagounder e seus colaboradores mostraram também que fosfolípidos contendo epo-
xiisoprostrano e epoxiciclopentenona são potentes activadores da síntese de IL-8 e MCP-1
em células epiteliais. O mesmo grupo de investigadores também reportou que fosfatidilcoli-
nas oxidadas têm um importante papel na modelação da interacção entre linfócitos e células
epiteliais [88]. Fosfolípidos oxidados também têm sido descritos como importantes contri-
buidores na aterogénese pelo aumento da expressão de quimocinas que aumentam a adesão
de monócitos nos vasos sanguíneos [89].
A nível laboratorial é usual utilizar-se técnicas de análise como a citometria de fluxo que
é uma técnica utilizada para contar, examinar e classificar partículas microscópicas suspensas
em meio líquido em fluxo. Esta técnica permite a análise simultânea de diferentes parâmetros
físicos e/ou químicos de até milhares de partículas por segundo.
1.4.2 Citometria de fluxo
A citometria de fluxo remonta dos anos 1950 e permite uma contagem e análise de par-
tículas microscópicas, como células ou cromossomas, em suspensão, num fluxo que é feito
passar num dispositivo electrónico com capacidade de detectar as partículas microscópicas
uma a uma.
Principalmente em microbiologia, a contagem de células é um ponto chave no estudo
de microrganismos. Esta contagem é feita em termos de colónias formadas no decorrer do
crescimentos dos microrganismos, podendo assim ser visualizadas sem necessitar da ajuda
de qualquer técnica de contagem ou visualização. Outras partículas de menor dimensão ne-
cessitam de ser analisadas recorrendo a um método de amplificação como o microscópio. De
qualquer forma, o trabalho de contagem é demorado e por vezes pouco preciso. De forma a
facilitar o estudo e a permitir uma melhor análise de microrganismos e partículas de pequenas
dimensões como células ou cromossomas desenvolveu-se a citometria de fluxo que permite
uma contagem rápida e precisa, podendo-se também obter informação das características das
partículas em estudo recorrendo a métodos de marcação com anticorpos [90].
A citometria de fluxo é uma técnica muito importante nas áreas da biologia e medicina
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tendo vindo a aumentar o seu uso em áreas como a oncologia, patologia, hematologia, imu-
nidade e biologia celular. Esta técnica permite a contagem e classificação simultânea de
células a alta velocidade [90]. A citometria de fluxo permite a identificação de diferentes
populações de células numa amostra, baseando-se na expressão de determinadas proteínas
na superfície celular.
Figura 1.17: Funcionamento do citómetro de
fluxo
Um citómetro de fluxo é constituído
por 5 partes fundamentais: fluxo celular,
onde a amostra se encontra numa sus-
pensão líquida permitindo um alinha-
mento das células de forma a elas pas-
sarem alinhadas pelo feixe de luz para
serem detectadas; o sistema de conta-
gem, que é baseado em luz como fonte
de excitação; o detector, normalmente
constituído por um conjunto de detec-
tores acoplados em diferentes direcções
que detectam as radiações difractadas e
fluorescentes; um sistema de amplifica-
ção e um dispositivo computacional de
análise de recolha de sinal [90].
O princípio importante da citometria de fluxo é que esta técnica conta cada partícula
(ex.: células ou cromossomas) em suspensão separadamente, e não apenas uma porporção
do valor de toda a população celular. Partículas microscópicas são feitas passar num fluxo
em suspensão por um dispositivo de detecção electrónico constituído por feixes de luz UV,
lasers e detectores [91].
O funcionamento da citometria de fluxo (Figura 1.17) baseia-se na aplicação de um feixe
de luz monocromática (normalmente radiação laser) em direcção a um meio líquido, em
fluxo, onde estão em suspensão as partículas em estudo. A radiação dispersa pelas partículas
combinada com a emissão de radiação fluorescente, resultante de propriedades da própria
partícula ou de marcadores fluorescentes ligados às partículas em estudo, são medidas pelos
detectores, permitindo obter vários tipos de informação física e/ou química de cada uma das
célula, individualmente. O detector é constituído por um número de detectores acoplados
apontados ao local onde o fluxo celular atravessa os feixes de luz UV e laser. Cada um
desses detectores está apontado numa direcção do feixe: um na linha do feixe de luz (Forward
Scatter ou FSC), vários perpendiculares a este (Side Scatter ou SSC) e um ou mais detectores
de radiação fluorescente. O detector FSC permite obter informação sobre o volume celular
enquanto que o detector SSC permite obter informação sobre características da partícula
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como a forma do núcleo, quantidade e tipo de granulos, entre outros [90, 91].
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Capítulo 2
Análise e caracterização de produtos de
oxidação de fosfatidilserinas por
espectrometria de massa
No presente capítulo encontra-se descrito o trabalho desenvolvido para a obtenção, aná-
lise e caracterização de produtos de oxidação de fosfatidilserinas (PS) por Espectrometria
de Massa (MS). Neste capítulo pode-se encontrar uma breve introdução teórica seguida de
um resumo dos produtos de oxidação identificados. Aqui, também é descrita a metodologia
utilizada, resultados obtidos e a discussão dos mesmos. Por fim, é feita uma análise e síntese
dos resultados obtidos em jeito de conclusão.
Os resultados descritos neste capítulo encontram-se num artigo aceite para publicação na
revista Journal of the American Society for Mass Spectrometry [92].
2.1 Introdução
A fosfatidilserina é um fosfolípido que se encontra distribuído por todas as células do
organismo no folheto interno da membrana plasmática. Este fosfolípido tem um papel im-
portante em vários processos biológicos, como a coagulação sanguínea e os processos apop-
tóticos [3]. Em alguns processos biológicos a distribuição membranar assimétrica dos fosfo-
lípidos é perdida e a PS é translocada para o folheto externo da membrana plasmática [1, 3].
Sabe-se que a externalização da PS é um indicador precoce da apoptose. Esta externali-
zação permite o reconhecimento e eliminação de células apoptóticas por células do sistema
imunitário como os macrófagos. Recentemente surgiram evidências do envolvimento de fos-
fatidilserinas oxidadas nestes eventos, havendo, por isso, um crescente interesse no estudos
das modificações que ocorrem nestas moléculas quando submetidas a condições oxidativas
[16, 38, 39, 40].
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A oxidação de fosfolípidos pode gerar uma variedade de produtos de oxidação resultan-
tes principalmente da formação de grupos hidróxilo, hidroperoxilo e de ceto nas cadeias de
ácidos gordos poliinsaturados [17]. Por vezes ocorre também quebras por cisão beta das
cadeias polinsaturadas. Estas modificações podem ser induzidas in vivo, enzimaticamente
(citocromo C, mieloperoxidase) ou por reacções não-enzimáticas (HOO,HO, Fe2+, Cu+,
radiação), havendo a formação de uma variedade de produtos de oxidação [28]. Dependendo
do processo de oxidação predominante podem ser formados diferentes produtos de oxidação
de fosfolípidos [17]. Os fosfolípidos oxidados têm sido considerados como importantes me-
diadores biológicos estando relacionados em processos como a resposta imune, inflamação,
apoptose e doenças relacionadas com o envelhecimento [17]. Contudo, ainda muito pouco é
conhecido sobre a relação entre produtos de oxidação específicos e o seu efeito biológico.
A Espectrometria de Massa tem sido usada na identificação de fosfolípidos não-oxidados
e oxidados, incluíndo fosfatidilserinas nativas e oxidadas [2, 14, 29, 30, 31]. Nestes traba-
lhos, foram identificadas por Kagan e seus colaboradores fosfatidilserinas com grupos hi-
droperoxidos e hidróxidos utilizando ESI-MS e ESI-MS/MS no modo negativo [32]. No
entanto, nos estudos publicados sobre PS oxidadas apenas se pesquisaram produtos de oxi-
dação específicos e não se fez uma análise detalhada, pelo que o objectivo deste trabalho
foca-se no estudo exaustivo dos produtos de oxidação observados na reacção de oxidação.
(a) DOPS (b) POPS
(c) DPPS
Figura 2.1: Fosfatidilserinas utilizadas neste estudo
Neste trabalho foram oxidadas pelo radical hidroxilo gerado numa reacção de Fenton
diferentes PS (Figura 2.1) - 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfo-L-serina (DOPS), 1-palmitoil-2-
oleoil-sn-glicero-3-fosfo-L-serina (POPS) e 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfo-L-serina (DPPS)
- e os produtos desta reacção foram fraccionados por TLC e caracterizados por ESI-MS/MS.
Esta metodologia permitiu identificar derivados hidroxilo, peroxilo e ceto, resultantes de oxi-
dação das cadeias acil insaturadas dos fosfolípidos. Também foram identificados produtos
de oxidação resultantes da oxidação da serina na cabeça polar da PS. Estes últimos produ-
tos de oxidação foram identificados como [M−H−13]− (terminal hidroperoxiacetaldeido),
[M−H−29]− (terminal hidroxiacetaldeido) e [M−H−30]− (terminal acetamida). Nestas
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condições oxidativas também é formado o ácido fosfatídico (PA). Os resultados aqui des-
critos confirmam a ocorrência de oxidação na serina da cabeça polar da PS induzida pelo
radical hidroxilo. Esta informação que pode ser relevante na avaliação das alterações da PS
em condições patológicas.
2.2 Metodologia
2.2.1 Reagentes
Utilizou-se os fosfolípidos 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfo-L-serina (DOPS), 1-palmitoil-
2-oleoil-sn-glicero-3-fosfo-L-serina (POPS) e 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfo-L-serina
(DPPS) que foram adquiridos na Avanti Polar Lipids, Inc. e usados sem purificação. Para
a reacção de peroxidação utilizou-se FeCl2, EDTA e H2O2 (30%, w/v) adquiridos na Merck
(Darmstadt, Germany). Para a separação dos produtos de oxidação por TLC utilizou-se uma
mistura de clorofórmio/etanol/água miliQ/trietilamina (35:30:7:35, v/v/v/v) e placas sílica
gel 60, Merck, Darmstadt, Germany. O etanol e a trietilamina foram adquiridos na Merck e
o clorofórmio na Fisher Scientific. Todos os solventes utilizados são de qualidade indicada
para análise em HPLC.
2.2.2 Oxidação de fosfatidilserinas em condições de Fenton
De modo a obter vesículas de PS, adicionadou-se 446 μL de tampão de bicarbonato de
amónio 5 mM (pH 7.4) a 1 mg de fosfolípido seco. A mistura foi agitada. Para os tratamentos
oxidativos com Fe (II) e H2O2 utilizou-se 40 μM FeCl2/EDTA (1:1) e 50 mM, 10 mM e 1 mM
de peróxido de hidrogénio. A mistura foi incubada com agitação a 37ºC a diferentes períodos
de tempo. Os controlos foram executados com a substituição de peróxido de hidrogénio por
água miliQ na mistura oxidativa.
2.2.3 Separação dos produtos de oxidação por TLC
Os produtos de oxidação foram separados por Cromatografia de Camada Fina (TLC) uti-
lizando placas de sílica gel 60, Merck, Darmstadt, Germany. Antes da separação, as placas
de sílica foram tratadas com 2,3 % de ácido bórico em etanol. Os fosfolípidos aplicados
nas placas foram eluidos numa mistura de solventes constituída por clorofórmio/etanol/água
miliQ/trietilamina (35:30:7:35, v/v/v/v). Os spots lipídicos no TLC foram revelados com
primulina e identificados por comparação com os spots contendo fosfolípidos nativos (pa-
drões). Os fosfolípidos oxidados e separados foram extraídos da sílica utilizando clorofór-
mio/metanol (2:1, v/v) e ressuspensos em 50 µL de clorofórmio. Cada um dos spots foram
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analisados num espectrómetro de massa constituído por uma fonte de electrospray e uma
trapa linear (ThermoFinnigan, San Jose, CA, USA).
2.2.4 Instrumentação
A extensão da reacção foi monitorizada usando uma trapa linear (ThermoFinnigan, San
Jose, CA, USA). O espectrómetro de massa LXQ linear ion trap foi operado no modo nega-
tivo, preferencialmente. Por vezes, para confirmação de resultados, foi também utilizado no
modo positivo. Tipicamente as condições da fonte de electrospray são as seguintes: volta-
gem do electrospray de 4.7 kV; temperatura do capilar de 275ºC e fluxo de gás de 25 U. A
variação de massas permitida foi de 0.5 Da e foi usado um tempo de activação de 30 ms para
as experiências de MS/MS. Os espectros de MS e MS/MS foram adquiridos com um tempo
máximo de ionização de 50 ms e 200 ms, respectivamente. A energia de colisão utilizada
variou entre 17 e 20 (unidades arbitrárias) para as experiências de MS/MS. Para a aquisição
e visualização dos dados utilizou-se o programa Xcalibur data system (V2.0).
2.3 Resultados e discussão
Neste trabalho procedeu-se à oxidação de três fosfatidilserinas (PS) diferentes numa re-
acção de Fenton, onde a oxidação foi induzida pelo radical hidroxilo. Esta reacção foi mo-
nitorizada por ESI-MS no modo negativo. Foram utilizadas diferentes fosfatidilserinas (PS)
com diferentes cadeias de ácidos gordos: 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfo-L-serina (DOPS;
C18:1/C18:1; m/z [M−H]− = 786), 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfo-L-serina (POPS;
C16:0/C18:1; m/z [M −H]− = 760) e 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfo-L-serina (DPPS;
C16:0/C16:0; m/z [M−H]− = 734), que apresenta ácidos gordos saturados (C16:0). Uma
vez que a DPPS não apresenta ácidos gordos insaturados, esta PS foi seleccionada com o
objectivo de estudar a possibilidade de ocorrer oxidação na cabeça polar da fosfatidilserina
[28].
As fosfatidilseronas (PS) têm sido estudadas por Espectrometria de Massa, sendo já bem
conhecida a sua fragmentação típica [14]. De forma a comparar os espectros de MS/MS
entre as fosfatidilserinas nativas em estudo e os produtos de oxidação obtidos, adquiriu-se
os espectros de ESI-MS/MS (Figura 2.2) para cada uma das fosfatidilserinas em estudo.
Analisando esses espectros foi possível identificar nas três fosfatidilserinas (DPPS, POPS e
POPS) a fragmentação típica de fosfatidilserinas com a perda de 87 Da, correspondente à
perda da cabeça polar da fosfatidilserina (m/z 699 para DOPS, m/z 673 para POPS e m/z 647
para DPPS). Observou-se ainda iões carboxilados, RCOO−, correspondentes aos dois ácidos
m/z 255 (ácido palmítico) e m/z 281 (ácido oleico) no caso da POPS, um ião de m/z 255 (ácido
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palmítico), no caso da DPPS e um ião de m/z 281 (ácido oleico) para a DOPS. Também foi
possível observar iões correspondentes à perda combinada da serina com uma das cadeias
acil na forma de ácido ([M−H−87−RCOOH]−; m/z 417 para a DOPS, m/z 391 e m/z 417
para a POPS e m/z 391 para a DPPS) e na forma de ceteno ([M−H−87−RC =C = O]−;
m/z 435 para a DOPS, m/z 409 e m/z 435 para a POPS e m/z 409 para a DPPS).
(a) Espectro de massa da DOPS (b) Espectro de massa da POPS
(c) Espectro de massa da DPPS
Figura 2.2: ESI-MS/MS das três fosfatidilserinas em estudo
Para avaliar a oxidação da PS, a reacção de oxidação foi monitorizada durante vários dias.
O tempo de exposição dos fosfolípidos a condições oxidativas depende das características
de cada fosfolípido, sendo necessários diferentes tempo de exposição destes fosfolípidos a
condições oxidativas. Em média, foram necessário 7 dias para a DPPS, 5 dias para a POPS
e 3 dias para a DOPS, para que fosse observado o mesmo tipo de produtos de oxidação nos
três fosfolípidos.
Os produtos de oxidação, para um mesmo fosfolípido, não se formaram todos ao mesmo
tempo. No decorrer da reacção de oxidação foi possível observar que os produtos de oxi-
dação resultantes da inserção de oxigénios nas cadeias acil, formaram-se em primeiro lugar,
em deterimento dos produtos de oxidação resultantes da modificação da cabeça polar da PS.
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Para todos os fosfolípido, DOPS, POPS e DPPS, a reacção de oxidação foi repetida mais que
três vezes e os resultados foram sempre reprodutíveis.
Comparando os espectros de ESI-MS obtidos no modo negativo para as três PS antes
e depois da oxidação (Figura 2.3) podemos observar a formação de novos iões na forma
de [M−H]− nos espectros de PS oxidada (oxPS), inclusivé para a DPPS. O espectro da
oxDOPS e da oxPOPS apresentam um maior número de novos iões como [M−H]− do
que a oxDPPS. Este facto deve-se à existência de ligações duplas nestas duas moléculas, ao
contrário do que acontece na molécula de DPPS, havendo um aumento do número de locais
possíveis de sofrer oxidação na DOPS e na POPS. Por outro lado, é observado um maior
número de espécies oxidadas na DOPS, uma vez que este fosfolípido possuí na sua estrutura
duas duplas ligações ao contrário do que acontece na POPS que possuí apenas uma ligação
dupla.
Nos espectros correspondentes à oxDOPS e à oxPOPS alguns produtos de oxidação apre-
sentam valores de m/z superiores ao da PS não-modificada. Estes valores correspondem a
produtos de oxidação resultantes da inserção de átomos de oxigénio como hidroperóxidos
([M−H + 2O]−), hidróxidos ([M−H +O]−) e cetonas ([M−H +O− 2Da]−). Produtos
de oxidação resultantes da inserção de oxigénios na cadeias de ácidos gordos já foram des-
critos e caracterizados noutros trabalhos [32, 33, 38]. Tyurina et al. identificaram produtos
de oxidação contendo grupos hidroxilo e hidroperoxilo nas cadeias acil de fosfatidilseri-
nas e de cardiolipinas como importantes activadores do processo apoptótico e do processo
inflamatório [32]. O mesmo grupo de investigação também identificou fosfatidilserinas hi-
droxiladas e hidroperoxiladas em intestinos de rato lesionado por radiação gama [33]. Em
2006, Greenberg e seus colaboradores descreveram interacções entre fosfatidilserinas oxida-
das e o antigénio de membrana CD36 como um importante passo na fagocitose, por parte
dos macrófagos, de células apoptóticas [38].
Nos espectros de ESI-MS dos três fosfolípidos (Figura 2.3; a, c, e) em condições oxida-
tivas, a valores de m/z inferiores aos das PS nativas (Figura 2.3; b, d, f), observam-se alguns
picos que não resultam da quebra dos ácidos gordos, uma vez que nenhum dos fosfolípidos
utilizados neste estudo possuí mais do que uma dupla ligação no mesmo ácido gordo, não
sendo susceptível a sofrer cisão β [20]. Estes picos são observados não só na DOPS e POPS
mas também na DPPS. Estes produtos de oxidação apresentam valores de m/z inferiores à
PS nativa de 29 Da, 30 Da e 13 Da. Uma vez que estes produtos de oxidação não apresentam
a fragmentação típica com a formação de um fragmento de m/z inferior a 87 Da em relação
à fosfatidilserina nativa, propõe-se que estes produtos de oxidação resultem de modificações
na cabeça polar da fosfatidilserina.
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(a) Espectro de massa da DOPS em condições oxidativas (b) Espectro de massa da DOPS em condições nativas
(c) Espectro de massa da POPS em condições oxidativas (d) Espectro de massa da POPS em condições nativas
(e) Espectro de massa da DPPS em condições oxidativas (f) Espectro de massa da DPPS em condições nativas
Figura 2.3: Espectros ESI-MS obtidos no modo negativo para os fosfolípidos DOPS, POPS
e DPPS em condições oxidativas (a, c, e) e em condições não-oxidativas (b, d, f).
A análise da mistura oxidada também foi realizada no modo positivo. Todos os produtos
de oxidação foram identificados no modo positivo à excepção dos produtos de oxidação re-
sultantes da perda de 29 Da. Estes produtos, como será explicado de forma mais detalhada
na subsecção 2.3.2, contêm apenas um grupo carboxilo na cabeça polar formando, preferen-
cialmente, iões negativos, diminuindo a sensibilidade de detecção destes novos produtos de
oxidação. Os restantes iões resultantes da perda de 13 Da e 30 Da em relação à fosfatidil-
serina nativa, assim como os iões resultantes de inserção de oxigénios nas cadeias acil da
fosfatidilserina nativa, são observados na forma de [M+H]+, [M+Na]+, [M−H +2Na]+.
Uma vez que a análise em modo negativo permite uma melhor caracterização destes novos
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produtos de oxidação, a análise foi desenvolvida preferencialmente neste modo.
De forma a obter um melhor conhecimento da estrutura dos novos produtos oxidados,
estes foram sujeitos a uma separação por TLC seguida de uma análise em ESI-MS e ESI-
MS/MS no modo negativo.
2.3.1 Identificação de produtos de oxidação resultantes da inserção de
oxigénios nas cadeias acil
Os primeiros produtos de oxidação a se formar na oxidação de lípidos e fosfolípidos são
os derivos hidroxilados e hidroxilados [28]. Estes produtos de oxidação são formados du-
rante a oxidação da DOPS e POPS. A DPPS não sofre este tipo de oxidação uma vez que
é constituída por dois ácidos gordos saturados (C16:0) que não são susceptíveis a oxidar
[28]. Nos espectros de ESI-MS da DOPS e POPS observa-se a formação de hidroperóxidos
([M−H +2O]−), hidróxidos ([M−H +O]−), cetonas ([M−H +O−2Da]−) e produtos de
oxidação resultantes de modificações com inserção de até três oxigénios ([M−H + 3O]−)
na POPS e até cinco oxigénios ([M−H + 5O]−) na DOPS. Os seus espectros de MS/MS
adquiridos permitiram a identificação destes produtos de oxidação (Tabela 2.1). Em todos
os espectro de MS/MS destes produtos de oxidação é possível observar a formação de um
ião com elevada abundância relativa correspondente à perda da cabeça polar do fosfolípido
(87 Da) [14]. A análise por MS/MS (Tabela 2.1) permite confirmar que a oxidação ocorre no
ácido oleico (POPS e DOPS), pela observação de aniões carboxilados dos ácidos gordos mo-
dificados (R′COO−), estando de acordo com o que se encontra já descrito noutros trabalhos
[32, 93, 94, 95, 96].
Tabela 2.1: Resumo dos produtos de oxidação resultantes da inserção de oxigénios nas ca-
deias acil da DOPS e da POPS observados nos espectros de ESI-MS/MS. Estes produtos de
oxidação não são observados na DPPS.
Modificações m/z [M−H]− R2COO− [M−H−87−R1COOH]−
1O OH 802 297 433
=O 800 295 431
2O OOH ou 2OH 818 313 449
DOPS 3O OOH e OH ou 3OH 834 295 451
=O e OOH ou =O e 2OH 832 295 449
4O 2OOH ou 4OH 850 313 449
5O OOH e 3OH 866 313 465
1O OH 776 297 433
POPS =O 774 295 431
2O OOH ou 2OH 792 313 449
3O OOH e OH ou 3OH 808 329 391
Na Figura 2.4 encontram-se os espectros ESI-MS/MS da POPS e DOPS com inserção de
três oxigénios.
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(a) POPS+3O (b) DOPS+3O
Figura 2.4: ESI- MS/MS dos iões [M−H +3O]− para a POPS e para a DOPS
No espectro de ESI-MS/MS da POPS+3O (Sub-figura 2.4a) é observada a fragmentação
típica de um produto de oxidação resultante de modificações na cadeia acil insaturada. Na
zona do espectro de m/z entre 200 e 350, zona esta que normalmente correspondente aos
ácidos carboxilados é possível encontrar dois picos correspondentes aos iões RCOO− do
ácido palmítico (m/z 255) e do ácido oleico modificado resultante da adição de 48 Da (três
átomos de oxigénio) e da libertação de uma molécula de água aquando da fragmentação,
havendo a formação de um ceteno (m/z 311 (281+32-18)). Como era esperado, uma vez que
o ácido palmítico se encontra na posição sn1 e o ácido oleico na posição sn2, o ião de m/z
255 correspondente ao ácido palmítico apresentando maior abundância relativa que o ião de
m/z 311 correspondente ao ácido oleico modificado [97].
No espectro de ESI-MS/MS da DOPS+3O (Sub-figura 2.4b) é possível sugerir que houve
a formação de dois produtos de oxidação, tendo em consideração os iões fragmento observa-
dos. Na zona do espectro de MS/MS entre os valores de m/z de 200 e 350, onde normalmente
são encontrados os iões correspondente aos ácidos gordos carboxilados RCOO− observam-
se os iões de m/z 281, 295, 297, 311 e 313. A presença de todos estes iões fragmento sugere
que estejamos na presença de pelo menos dois isómeros funcionais.
Um desses isómeros é constituído por um ácido gordo hidroperoxilado na posição sn2 e
um ácido gordo hidroxilado em sn1. Este facto é sugerido pela observação de dois iões de
m/z 297 (281+16) e de m/z 313 (281+32). O ião de m/z 297 apresenta uma maior abundância
relativa em relação ao ião de m/z 313 sugerindo que o ácido gordo na posição sn1 esteja
hidroxilado e o ácido gordo na posição sn2 esteja hidroperoxilado. No espectro de MS/MS
também é possível observar o ião de m/z 295. Este ião resulta de uma modificação do ácido
gordo na posição sn2 com dois oxigénios juntamente com a perda de uma molécula de água
formando um grupo ceto (281+32-18), confirmando a estrutura proposta para este isómero.
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Adicionalmente, são observados também mais dois iões de m/z 311 e de m/z 281 (ácido
oleico não modificado). O ião de m/z 311 resulta da modificação de um ácido oleico com três
átomos de oxigénio que, aquando da fragmentação perde uma molécula de água (281+48-
18), resultando num ácido oleico modificado por um grupo ceto. Estes iões (m/z 281 e 311)
sugerem a presença de um segundo isómero do DOPS+3O. Este isómero é contituído por um
ácido oleico modificado com um grupo hidróxido e um grupo hidroperóxido e por um ácido
oleico não modificado. O facto de se observar que o ião de m/z 281 tem uma abundância
relativa superior ao ião de m/z 311 sugere que o ácido gordo não modificado se encontre na
posição sn1. Desta forma, sugere-se que este isómero seja constituído por um ácido gordo
hidroxilado e hidroperoxilado na posição sn2 e um ácido gordo não modificado na posição
sn1. Produtos de oxidação com inserção de oxigénios preferencialmente numa das cadeia
acil já foram descritos em cardiolipinas [93].
2.3.2 Identificação de oxidação na cabeça polar da fosfatidilserina
Tal como já foi referido, no início da secção 2.3, nos espectros de ESI-MS foram ob-
servados novos iões com valores de m/z inferiores aos das PS nativas (Figura 2.3). Estes
produtos de oxidação correspondem a moléculas com valores de m/z com uma diferença de
13 Da, 29 Da e 30 Da quando comparados com os valores de m/z das PS nativas. Nos espec-
tros de MS/MS destes produtos de oxidação a fragmentação típica de perda de 87 Da [14]
não é observada (Figuras 2.5 na página 48, 2.6 na página 49 e 2.7 na página 50). Contudo,
são observadas outras fragmentações havendo a formação de outros iões produto devido a
perdas respectivamente de 74 Da (87-13, Figura 2.7 na página 50), 58 Da (87-29, Figura 2.5
na página 48) e 57 Da (87-30, Figura 2.6 na página 49). O facto de não se observar a perda
de neutro de 87 Da, característica da perda da cabeça polar das PS, juntamente com a pre-
sença de novas perdas neutras e a presença destes produtos de oxidação na DPPS, evidencia
a ocorrência de modificações por oxidação na cabeça polar da PS.
Uma vez que, estas modificações na cabeça polar da PS deverão alterar significativamente
a polaridade destas moléculas, os produtos de oxidação podem ser separados por técnicas
simples de separação como TLC. Esta técnica é muito utilizada na separação de diferentes
classes de fosfolípidos. Assim, de modo a separar as misturas oxidativas resultantes da
oxidação de PS nativa utilizou-se o TLC, como é ilustrado na Figura 2.8.
No TLC das PS oxidadas, eluído com a solução normalmente utilizada para separar clas-
ses de fosfolípidos, foram separados cinco novos spots demonstrando que ocorreram altera-
ções significativas na polaridade destas moléculas devido à formação de novos compostos
com diferentes cabeças polares da PS nativa. Os novos spots foram raspados da placa e os
fosfolípidos extraídos da sílica e analisados por ESI-MS e ESI-MS/MS. Na Tabela 2.2 na
página 51 encontra-se sumariados todos os iões observados nos espectros de ESI-MS para
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cada um dos spots de TLC e a estrutura proposta para cada ião em cada spot.
Nos spots #1 (Tabela 2.2 na página 51, Figura 2.8 na página 52) foram identificadas a PS
nativa não oxidada e os produtos de oxidação resultantes de oxidação nas cadeias acil dos
ácidos gordos (Tabela 2.1), em concordância com trabalhos anteriores [32].
Nos spots #2 (Tabela 2.2 na página 51, Figura 2.8 na página 52) encontram-se, para
todas as PS, os produtos de oxidação resultantes de modificação na cabeça polar, com a
formação de iões [M−H−29]−. Os produtos de oxidação que se encontram nos spots
#2 apresentam uma perda de neutro de 58 Da, em vez da perda típica de 87 Da das PS
(Figura 2.5 na próxima página). Os espectros MS/MS destes iões [M−H− 29]− mostram
os iões correspondentes aos ácidos gordos carboxilados não modificados (RCOO−). Este
facto confirma que as alterações estruturais ocorrem na cabeça polar e não nas cadeias acil
do fosfolípido. Esta fragmentação principal (perda de 58 Da) é observada tanto para nos
produto de oxidação sem oxidação nas cadeias acil (m/z 705 para a DPPS, m/z 731 para a
POPS, m/z 757 para a DOPS) como em produtos de oxidação com oxidação adicional (+nO)
nos ácidos gordos insaturados para a POPS e DOPS (m/z 800, 802, 816, 818, 832 e 834
para a DOPS e m/z 774, 776, 790 e 792 para a POPS). Os espectros de MS/MS destes iões
mostram iões correspondentes aos ácidos gordos carboxilados modificados (R′COO−) - m/z
295 ([RCOOH +O− 2Da−H]−), m/z 297 ([RCOOH +O−H]−), m/z 311 ([RCOOH +
2O−2Da−H]−), m/z 313 ([RCOOH+2O−H]−) para a POPS e DOPS, e m/z 327 (+3O-2
Da) e m/z 329 (+3O) para a DOPS. Noutros trabalhos já foram observadas perdas de 29
Da durante a oxidação de aminoácidos. Estes produtos de oxidação em aminoácidos foram
identificados como sendo produtos de oxidação resultantes da perda do grupo amina e CO2,
com a formação de um grupo carboxílico terminal [98]. Desta forma, no presente trabalho,
é proposta a identificação dos produtos observados nos spots #2 como derivados do ácido
glicerofosfoacético (Esquema 2.1).
Os spots #3 (Tabela 2.2 na página 51, Figura 2.8 na página 52) apresentam um Rf similar
ao do ácido fosfatídico (PA) padrão (não mostrado na Figura 2.8). Nos espectros de ESI-
MS correspondentes a estes spots podem observar-se iões na forma [M−H − 87]− com
uma diferença de 87 Da quando comparado com a PS não modificada, indicando que o
PA é gerado durante a oxidação das PS, devido à perda completa da cabeça polar (87 Da,
ácido azidino-2-carboxílico) [38]. Noutro trabalho, foi observada também a formação de PA
durante a oxidação de cardiolipinas por radiação gama [99, 100].
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(a) Ião da DOPS-29Da (b) Ião da DOPS-29Da+O
(c) Ião da POPS-29Da (d) Ião da POPS-29Da+O
(e) Ião da DPPS-29Da
Figura 2.5: Espectros ESI-MS/MS dos iões [M−H− 29]− correspondentes a produtos de
oxidação formados durante a oxidação da DOPS de m/z 757 ([M−H− 29]−) e 773 ([M−
H−29+16]−), POPS de m/z 731 ([M−H−29]−) e 747 ([M−H−29+16]−) e da DPPS
de m/z 705 ([M−H−29]−) e as estruturas propostas.
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(a) Ião da DOPS-30Da (b) Ião da DOPS-30Da+O
(c) Ião da POPS-30Da (d) Ião da POPS-30Da+O
(e) Ião da DPPS-30Da
Figura 2.6: Espectros ESI-MS/MS dos iões [M−H − 30]− correspondentes a produtos de
oxidação formados durante a oxidação da DOPS de m/z 756 ([M−H− 30]−) e 772 ([M−
H−30+16]−), POPS de m/z 730 ([M−H−30]−) e 746 ([M−H−30+16]−) e da DPPS
de m/z 704 ([M−H−30]−) e as estruturas propostas.
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(a) Ião da DOPS-13Da (b) Ião da DOPS-13Da+O
(c) Ião da POPS-13Da (d) Ião da POPS-13Da+O
(e) Ião da DPPS-13Da
Figura 2.7: Espectros ESI-MS/MS dos [M − H − 13]− correspondentes a produtos de
oxidação formados durante a oxidação da DOPS de m/z 757 ([M − H − 13]−) e 789
([M−H − 13+ 16]−), POPS de m/z 747 ([M−H − 13]−) e 763 ([M−H − 13+ 16]−) e
da DPPS de m/z 721 ([M−H−13]−) e as estruturas propostas.
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Tabela 2.2: Iões observados nos espectros de ESI-MS para cada um dos spots da placa
de TLC correspondentes aos produtos de oxidação obtidos. Resumo da identificação mais
provável dos iões correspondentes para cada spot e a perda de neutro típica observada nos
espectros de ESI-MS/MS. A letra R designa os restantes átomos do fosfolipido que varia
consoante o grau de oxidação das cadeias acil deste.
Spot # Modificações m/z [M−H]− Cabeça Perda de
DOPS POPS DPPS polar neutro
- 786 760 734
+14 800 774 -
+16 802 776 -
1 +30 816 790 - 87
+32 818 792 -
+46 832 - -
+48 834 - -
-29 757 731 705
-29+14 771 745 -
2 -29+16 773 747 - 58
-29+30 - 761 -
-29+32 789 763 -
-87 699 673 847
-87+14 - 687 -
3 -87+16 715 689 - ausente -
-87+30 - 703 -
-87+32 - 705 -
-30 756 730 704
-30+14 - 744 -
4 -30+16 772 746 - 57
-30+30 786 760 -
-30+32 788 762 -
-13 773 747 721
5 -13+16 789 763 - 74
5* -29+16 773 747 - 58
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(a) oxDOPS (b) oxPOPS (c) oxDPPS (d)
padrões
Figura 2.8: Separação por TLC dos produtos de oxidação da fosfatidilserina (oxDOPS, ox-
POPS e oxDPPS) com modificações na cabeça polar, em comparação com os padrões de
fosfatidilserina (PS) e fosfatidiletanolamina (PE).
Esquema 2.1: Esquema dos produtos de oxidação de PS formados com modificações na
cabeça polar em condições oxidativa de Fenton: terminal hidroperoxiacetaldeido (-13 Da),
terminal ácido acético (-29 Da) e terminal acetamida (-30 Da).
Nos spots #4 (Tabela 2.2 na página anterior, Figura 2.8) encontram-se PS modificadas na
cabeça polar com uma diferença de massa de menos 30 Da ([M−H−30]−) quando compa-
rada com a PS não modificada. Nos espectros de MS/MS para estes spots é possível observar
a perda de neutro de 57 Da enquanto que a perda de neutro típica de 87 Da não é observada.
Nestes spots encontram-se os produtos de oxidação resultantes de uma descarboxilação com
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a formação de grupo ceto, tal como foi observado aquando da oxidação de aminoácidos e
péptidos [98] (Esquema 2.1). Nestas espécies, a perda da cabeça polar modificada (-57 Da)
não é o pico base dos espectros, em contraste com o que acontece tipicamente com a PS
nativa e outros produtos de oxidação. A menor abundância relativa do ião correspondente
à perda da cabeça polar assemelha-se ao comportamento da fragmentação da PE no modo
negativo, o que reforça a possível presença de um grupo amina livre e ausência do grupo
carboxílico nestes produtos de oxidação ([M−H − 30]−). Além disso, de forma também
similar aos espectros MS/MS das PE, é observado nos espectros de MS/MS destes produtos
de oxidação, que os iões R2COO− são mais abundantes que os iões R1COO− . Esta ca-
racterística é contrastante com o comportamento típico das PS nativas e outros produtos de
oxidação que possuem um terminal carboxílico na cabeça polar, em que a abundância do ião
R1COO− é maior que a abundância do ião R2COO− [101]. Propõe-se que estes produtos de
oxidação observados nos spots #4 sejam derivados glicerofosfoacetamida (Esquema 2.1).
Na Figura 2.8 na página ao lado e na Tabela 2.2 na página 51 também é possível observar
que nos spots #5 os iões observados nos espectro de ESI-MS de m/z 773 e 789, para a DOPS,
m/z 747 e 763, no caso da POPS, e iões a m/z 721, para a DPPS. Estes iões têm uma diferença
de menos 13 Da em relação à PS nativa. Estes iões têm os mesmo valores de m/z de alguns
iões dos spots #2. Contudo, estes iões têm que ser necessariamente diferentes uma vez que
apresentam Rfs diferentes. Os espectros MS/MS dos iões [M−H−13]− da DPPS, da POPS
e da DOPS (Esquema 2.1), encontrados nos spots #5, são similares. Estes espectros mostram
um ião de maior abundância formado pela perda de neutro de 32 Da, atribuída a perda de
O2, indicando a presença de um hidroperóxido na estrutura da cabeça polar deste derivado
oxidado [93, 102]. Devido ao facto da DPPS não oxidar nas suas cadeias de ácidos gordos
(cadeias saturadas) o hidroperóxido só pode estar localizado na cabeça polar do fosfolípido.
Desta forma, é proposto que na formação destes produtos ocorra a oxidação da cabeça polar
do fosfolípido com a formação de um terminal hidroperoxidoacetaldeido, como é descrito
na Tabela 2.2 na página 51 e no Esquema 2.1. A presença de modificações na cabeça polar
também é evidenciada pela presença de aniões das cadeias de ácidos gordos carboxilados
não modificados nos espectros de MS/MS e também devido à observação de uma perda de
neutros de 74 Da (hidroperoxidoacetaldeido). No espectro de MS/MS do spot #5 (m/z 747)
também é observado um anião correspondente ao ácido oleico carboxilado com inserção
de um oxigénio (m/z 297) e é observada a perda de 58 Da (CH2(OH)HC=O). Este facto
sugere que neste spot se encontre também um isómero resultante de oxidação na cabeça
polar, com um terminal hidroacetaldeido na cabeça polar e com um grupo hidroxilo na cadeia
insaturada. O ião de m/z 763 observado no spot #5 da POPS corresponde a espécies com
um terminal hidroperoxidoacetaldeido na cabeça polar e com um grupo hidroxilo na cadeia
acil e o ião de m/z 789 observado no spot #5 da DOPS também corresponde a espécies
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glicerohidroxiacetaldeido. Esta identificação é sugerida pela presença de um ião fragmento
de m/z 297 [RCOO+O]− e pela perda de neutro de 58 Da em ambos os fosfolípidos (POPS
e DOPS) (Figura 2.7).
A cabeça polar da fosfatidilserina é constituída por um aminoácido, serina, ligado ao
grupo fosfato. Em aminoácidos é conhecida a sua susceptibilidade a oxidar não só na cadeia
lateral mas também no carbono alfa [98, 103, 104]. Recorrendo a uma reacção de Fenton,
oxidaram o aminoácido leucina e identificaram produtos de oxidação resultantes de oxidação
no carbono alfa deste aminoácido [98]. Também já foi reportado que a oxidação de péptidos
ocorre preferencialmente na cadeia lateral mas que a oxidação na cadeia principal no carbono
alfa é também observada [104].
Também já foram descritas modificações oxidativas na cabeça polar da PS , sendo estas
induzidas por HClO (hipocloroso) e catalizadas por MPO (mieloperoxidase) [42, 43], confir-
mando a reactividade da serina em condições oxidativas. No estudo realizado por Flemming
e seus colaboradores [42] é descrita a formação de derivados 1,2dipalmitoil-sn-glicero-3-
fosfoacetaldeido e 1,2dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfonitrilo em condições oxidativas que não
são as mesmas utilizadas neste trabalho, resultando por isso em produtos de oxidação distin-
tos dos obtidos por nós e descritos no presente capítulo.
As alterações observadas por oxidação na serina da cabeça polar da PS induzidas pelo
radical hidroxilo assemelham-se às modificações ocorridas por oxidação na estrutura de ami-
noácidos, como a descarboxilação oxidativa com a formação de um grupo ceto adicional
(produtos de oxidação com menos 30 Da). A descarboxilação de aminoácidos é uma reac-
ção bem conhecida que ocorre durante a oxidação de aminoácido e péptidos. Nesta reacção
a perda de CO2 ocorre no C-terminal através de uma cisão ß de um radical alcóxido no car-
bono alfa do C-terminal. É proposto que esta reacção seja iniciada pela abstracção de um
hidrogénio ligado ao carbono alfa, havendo a formação de um radical terciário que é es-
tabilizado pelo azoto do grupo amina e pelo grupo carboxilo [104, 105]. As modificações
na cabeça polar da PS resultantes da formação de produtos de oxidação com menos 29 Da
devem ocorrer devido à descarboxilação e desaminação da serina com a formação de um
terminal carboxílico (produtos de oxidação com menos 29 Da). A perda da amina e de CO2
também se assemelham às modificações típicas ocorridas durante a oxidação de aminoácidos
[98, 103].
2.3.3 Conclusão
Neste capítulo, foram separados por cromatografia de camada fina (TLC) fosfatidilse-
rinas modificadas por oxidação e a sua estrutura identificada e caracterizada por Espectro-
metria de Massa (MS). Para estre trabalho foram utilizadas três fosfatidilserinas diferentes
(DPPS, POPS e DOPS) com graus de insaturação nas suas cadeias acil diferentes. Esta me-
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todologia e a comparação entre os resultados obtidos para as três fosfatidilserinas diferen-
tes, permitiu a identificação de derivados hidroxilados, hidroperoxilados e ceto, resultantes
da oxidação dos ácidos gordos insaturados de diferentes fosfatidilserinas e de produtos de
oxidação resultantes de modificações na cabeça polar da PS. Estes produtos de oxidação
modificados na cabeça polar da serina, correspondem a espécies oxidativas com massas mo-
leculares inferiores à da PS não-modificada. Estes produtos de oxidação foram identificados
pela primeira vez como [M−H−13]− (terminal hidroperoxidoacetaldeido), [M−H−29]−
(terminal hidroxiacetaldeido) e [M−H−30]− (terminal acetamida), juntamente com o ácido
fosfatídico (PA) que também se formou nestas condições oxidativas.
Os resultados presentes neste capítulo permitem identificar, pela primeira vez, modifi-
cações na cabeça polar da PS induzidas pelo radical hidroxilo in vitro, podendo constituir
uma mais valia no estudo de processos oxidativos assim como na compreensão de diferentes
patologias onde a fosfatidilserina tenha um papel preponderante.
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Capítulo 3
Estudo da actividade pró-inflamatória de
fosfatidilserinas oxidadas
No presente capítulo será apresentado o trabalho desenvolvido em colaboração com o
Centro de Histocompatibilidade do Centro, em Coimbra, no âmbito da avaliação do pa-
pel na resposta imune dos produtos de oxidação obtidos, analisados e caracterizados, por
espectrometria de massa, no capítulo 2. Neste trabalho começou-se por desenvolver um en-
saio preliminar onde foram testados os produtos de oxidação obtidos durante a oxidação da
POPS e da DPPS, avaliando-se a activação de monócitos e células dendríticas pela produção
de duas interleucinas (IL-8 e TNFα). Este ensaio será descrito e analisado em detalhe neste
capítulo. Posteriormente neste trabalho, foram realizados mais dois ensaios para as mesmas
interleucinas de forma a confirmar os resultados obtidos no ensaio preliminar. Uma vez que
o produto de oxidação POPS-13 Da evidenciou ser um forte activador de monócitos e células
dendríticas procedeu-se também a cinco novos ensaios para este produto de oxidação e para
o produto de oxidação DPPS-13 Da, para os quais se alargou o leque das interleucinas em
estudo (IL-8, TNFα, MIP-1β, IL-6 e IL-1β).
Neste capítulo começaremos por fazer uma breve introdução ao sistema imunitário, uma
descrição de algumas células constituintes do sistema imunitário não específico, os seus anti-
génios de membrana e os mediadores químicos utilizados na sinalização entre essas células.
Também é feita uma descrição das metodologias utilizadas, salientando-se a citometria de
fluxo, e uma discussão dos resultados obtidos utilizando estas metodologias. Será feita tam-
bém uma descrição dos resultados obtidos até ao momento.
No final deste capítulo é apresentada uma conclusão, onde é feita uma síntese tanto do
ensaio preliminar como do trabalho em desenvolvimento, onde se salienta os produtos de
oxidação derivados do 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfohidroperoxiacetaldeído como
importantes activadores da resposta imune.
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3.1 Introdução
O sistema imunitário é constituído por uma variedade de estruturas e células que têm
como função primária a defesa do organismo contra substâncias endógenas ou exógenas que
possam ser potencialmente perigosas para o organismo. Os mecanismo de defesa utilizados
por este sistema são constituídos pela imunidade não-específica, responsável pela protecção
inicial contra as infecções, e pelo sistema imunitário específico, que actua mais lentamente e
é responsável pela defesa mais tardia e mais eficaz contra as infecções (Figura 3.1) [80]. O
sistema imunitário não específico é constituído por mecanismos de defesa que se encontram
sempre presentes nos indivíduos saudáveis, estando preparado para bloquear a entrada de
microrganismos e para eliminar rapidamente aqueles que conseguem entrar nos tecidos do
hospedeiro. Alguns dos mecanismos previnem infecções (por exemplo a barreira epitelial
e as mucosas) e outros eliminam os organismos invasores (por exemplo os fagócitos, as
células Natural Killer e o sistema complemento). A imunidade específica vai-se modelando
consoante o tipo de antigénio que invade o hospedeiro, adaptando-se à presença de cada tipo
de invasor (endógeno ou exógeno). Enquanto que a imunidade não-específica reconhece
estruturas comuns a classes de microrganismos, as células da imunidade específica, ou seja,
os linfócitos, expressam receptores que reconhecem específicamente diversas substâncias
produzidas pelos antigénios [80]. A cinética das respostas não-específica e específica varia
consoante o tipo de infecção [80, 79, 81].
Figura 3.1: Os principais mecanismos da imunidade não-específica (inata) e da imunidade
específica (adquirida) [80]
O aumento do número de produtos de oxidação de fosfolípidos tem sido detectado em
diferentes órgãos e estados patológicos [84]. De forma similar produtos de oxidação são
conhecidos por aumentar a produção de diferentes citocinas e quimocinas [84]. Estes produ-
tos de oxidação têm sido descritos como importantes mediadores no recrutamento de células
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imunitárias como macrófagos e células dendríticas [84, 87].
Para este capítulo diferentes produtos de oxidação resultantes de modificações na cabeça
polar da POPS e da DPPS foram estudadas por citometria de fluxo com o intuito de avaliar
a capacidade, destes produtos de oxidação, de activar monócitos e células dendríticas com
a produção das citocinas TNFα e IL-8. Este primeiro estudo será descrito em detalhe neste
capítulo e constituíu o ensaio preliminar. Posteriormente estes ensaios foram repetidos duas
vezes saliantando-se a POPS-13 Da como forte activador de monócitos e células dendríticas.
Desta forma, procedeu-se a um estudo mais alargado para as citocinas IL-8, TNFα, MIP-1β,
IL-6 e IL-1β, e para os produtos de oxidação POPS -13 Da e DPPS -13 Da.
Apesar deste estudo ainda não se encontrar concluído, os resultados obtidos até à data
vêm pôr em evidência a capacidade que os derivados da 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-
fosfohidroperoxiacetaldeido apresentarem para aumentar a expressão das citocinas em es-
tudo.
3.2 Metodologia
3.2.1 Reagentes
Para este estudo utilizou-se os produtos de oxidação modificados na cabeça polar da
POPS e DPPS descritos no capítulo 2.
Para a quantificação dos produtos de oxidação do fosfolípido utilizou-se ácido perclórico
a 70 % da Panreac, Spain, molibdato de amónio adquirido na Riedel-de Haën®, L(+)-ácido
ascórbico da Analar Normapur e solução padrão de NaH2PO4.2H2O da Riedel-de Haën®,
diluído 10 vezes, da Merck.
Para o estudo imunológico, como padrão activado, utilizou-se o lipopolissacarídeo (LPS)
adquirido na SIGMA, que foi ressuspendido em DMSO para obter uma solução stock de con-
centração final de 0,1 mg/ml. Para fixar as citocinas nas células imunes utilizou-se brefeldina
A adquirida na SIGMA, que também foi ressuspendida em DMSO de forma a obter uma so-
lução stock de 5 mg/ml.
3.2.2 Quantificação de fosfolípidos
Cada amostra de fosfolípidos oxidados (obtidos pela metodologia descrita no capítulo 2
na página 37) foi seca em azoto, ressuspendida em 1000 μl de clorofórmio e agitada em
vórtice. Dessa solução foi transferido 20 μl para um tubo de vidro. Cada tubo de vidro
foi previamente lavado durante pelo menos 12 horas em água acidificada com 1% de ácido
nítrico, passados por água miliQ e secos. De seguida, em cada tubo, o clorofórmio foi
completamente evaporado em corrente de azoto e foi adicionado 0,65 ml de ácido perclórico
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(70%, v/v). Todos os tubos foram colocados durante 45 minutos a 180 ºC num bloco de
aquecimento Stuart® Block heater SBH200D. Ao fim desses 45 minutos verificou-se se a
solução em cada tubo já se encontrava incolor e deixou-se arrefecer.
Os padrões utilizados para obtenção da recta de calibração foram preparados utilizando
uma solução padrão de NaH2PO4.2H2O, da qual foi utilizada diferentes quantidade com
o intuito de se obter soluções padrão com diferentes concentrações de KH2PO4 em água
miliQ. A cada um dos padrões foi adicionado 0,65 ml de ácido perclórico sem se proceder à
digestão a 180 ºC.
Seguidamente adicionou-se a todos os tubos (incluíndo os padrões) 3,3 ml de água miliQ,
0,5 ml de molibdato de amónio (2,5 g em 100 ml de água miliQ) e 0,5 ml de ácido ascórbico
(10 g em 100 ml de água miliQ). Agitou-se, em vortex, a seguir a cada adição. Os tubos
foram colocados durante 5 minutos a 100 ºC no bloco de aquecimento. Por fim, a absorvência
em cada tubo foi lida a 800 nm num leitor de placas Thermo Scientific Multisckan 90.
3.2.3 Produtos biológicos
Neste trabalho foi colhida uma amostra de sangue periférico de diferentes dadores com
idade de 25 anos, em tubo de heparina para o estudo de frequência de células produtoras de
citocinas.
3.2.4 Estudo funcional
3.2.4.1 Avaliação da produção de citocinas
As células foram avaliadas do ponto de vista funcional, nomeadamente quanto à capaci-
dade para, uma vez estimuladas in vitro, produzirem citocinas tais como o TNFα e IL-8.
As citocinas produzidas foram mantidas posteriormente dentro das células através da
utilização de um inibidor de transporte de proteínas, a brefeldina A.
3.2.4.2 Activação das células
Procedeu-se à cultura de células em tubos de citometro, durante 6 horas, em ambiente
estéril, a 37 ºC, em ambiente húmido com 5 % de CO2. As células foram cultivadas em
meio com RPMI na presença de Brefeldina A (10 μg/ml). Em cada tubo foi adicionado um
estímulo diferente consoante se encontra descrito na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1: Moléculas estimuladoras adicionadas em cada tubo
Tubo Estímulo
1 POPS nativa/INF γ (spots #1, Sub-figura 2.8b, Capítulo 2)
2 DPPS nativa/INF γ (spots #1, Sub-figura 2.8c, Capítulo 2)
3 POPS (derivados do ácido glicerofosfoacético)/INF γ (spots #2, Sub-figura 2.8b, Capítulo 2)
4 DPPS (derivados do ácido glicerofosfoacético)/INF γ (spots #2, Sub-figura 2.8c, Capítulo 2)
5 POPS (derivados do ácido fosfatídico)/INF γ (spots #3, Sub-figura 2.8b, Capítulo 2)
6 DPPS (derivados do ácido fosfatídico)/INF γ (spots #3, Sub-figura 2.8c, Capítulo 2)
7 POPS (derivados de glicerofosfocetamida)/INF γ (spots #4, Sub-figura 2.8b, Capítulo 2)
8 DPPS (derivados de glicerofosfocetamida)/INF γ (spots #4, Sub-figura 2.8c, Capítulo 2)
9 POPS (derivados glicerofosfohidroperoxiacetaldeído)/INF γ (spots #5, Sub-figura 2.8b, Capítulo 2)
10 DPPS (derivados glicerofosfohidroperoxiacetaldeído)/INF γ (spots #5, Sub-figura 2.8c, Capítulo 2)
Controlo -
Activado (controlo positivo) LPS/INF γ
3.2.4.3 Marcação intracitoplasmática
No final dessas 6 horas passou-se à marcação de antigénios de monócitos e células den-
dríticas (Kit DC, HLA-DR e CD33) com anticorpos monoclonais. Foram adicionados 5,5
μl de anticorpo anti-CD33-APC da Beckman Counter, 10 μl de anticorpo anti-HLA-DR-
PerCp da Beckman Counter e 10 μl do kit CD-DC-FITC da CYTOGNOS e todos os tubos
colocados a incubar durante 10 minutos à temperatura ambiente, no escuro. Seguidamente,
foi adicionado 100 μl de solução de fixação (reagente 1 do kit IntraPrepT M da Beckman
Counter) e os tubos foram colocados novamente a incubar durante 10 minutos à temperatura
ambiente no escuro. Adicionou-se 1,5 ml de PBS em todos os tubos, agitou-se em vór-
tice e centrifugou-se numa centrifuga KUBOTA 5910 durante 5 minutos a 1500 r.p.m. De
seguida, decantou-se o sobrenadante, adicionou-se 100 μl de solução permeabilizante (re-
agente 2 do kit IntraPrepT M da Beckman Counter) e agitou-se muito bem até ao pellet se
soltar. Adicionou-se os anticorpos intraplasmáticos: 10 μl anti-IL8-PE da Beckman Counter
e 1,5 μl anti-TNFα-PE da Beckman Counter Pharmingen. Da mesma forma que se proce-
deu para os anticorpos monoclonais, para os antigénios de membrana, adicionou-se 1,5 ml
de PBS aos tubos, agitou-se e centrifugou-se numa centrifuga KUBOTA 5910 durante 5 mi-
nutos a 1500 r.p.m. Decantou-se seguidamente o sobrenadante e adicionou-se, pela última
vez, 1,5 ml de PBS aos tubos, vortexou-se e centrifugou-se na mesma centrífuga durante 5
minutos a 1500 r.p.m e voltou-se a decantar. Por fim, ressuspendeu-se o pellet em 250 μl
de PBS. No final cada tubo contém todos os marcadores para os antigénios de membrana e
alternadamente marcadores para as interleucinas IL-8 e TNFα (Tabela 3.2).
Tabela 3.2: Marcadores e fluoróforos utilizados em cada tubo
Todos os tubos Marcadores Fluoróforos
POPS nativa, DPPS nativa, POPS (-29 Da), Kit DC FITC
DPPS (-29 Da), DPPS (-29 Da), POPS (PA), IL-8 ou TNFα PE
DPPS (PA), POPS (-30 Da), DPPS (-30 Da), HLA-DR PerCp
POPS (-13 Da) e DPPS (-13 Da), controlo, controlo activado CD33 APC
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Para avaliar a frequência de produção de citocinas utilizadas anteriormente, recorreu-
se ao citometro de fluxo FACScalibur da Beckman Counter, equipado com dois laseres, o
que permitiu avaliar quatro fluorescências em simultâneo. Para a leitura das amostras no
citometro, foi utilizada a aplicação informática CellQuest também da Beckman Counter e
cada amostra foi adquirida até se esgotar, uma vez que a população de células dendríticas é
pouco representada nos tecidos estudados. Os dados obtidos foram analisados no software
In f inicytT M da CYTOGNOS.
3.3 Resultados e discussão
Para o estudo imunológico foram utilizados os produtos de oxidação resultantes de mo-
dificações da serina na cabeça polar da POPS e da DPPS. Estes produtos de oxidação fo-
ram identificados no capítulo 2 como [M −H − 13]− (terminal hidroperoxiacetaldeído),
[M−H − 29]− (terminal hidroxiacetaldeido), [M−H − 30]− (terminal acetamida) e ácido
fosfatídico (PA) [M−H − 87]− . São estes os produtos de oxidação utilizados no estudo
descrito no presente capítulo. As fosfatidilserinas nativas (POPS e DPPS) também foram
utilizadas para este estudo como meio de comparação (Figura 3.2). Os fosfolípidos utiliza-
dos neste capítulo foram quantificados pelo grupo fosfato de forma a obter uma aproximação
da quantidade de fosfolípido presente em cada uma das amostras. Este método de quantifi-
cação permite uma aproximação entre o número de fosfatos (1 por fosfolípido) e o número
de fosfolípidos por um factor de conversão. Tendo em consideração este estudo quantitativo
reservou-se, para o estudo imunológico, para cada amostra, uma quantidade de fosfolípidos
que varia entre 100 e 120 ng. Estes fosfolípidos foram ressuspensos em 25 μl de tampão
bicarbonato de amónio.
Para cada fosfolípido foram utilizados os quatro produtos de oxidação juntamente com a
fosfatidilserina nativa, o que perfaz um total de cinco amostras para cada fosfolípido e dez
amostras, no total, para cada ensaio. Para cada ensaio foram utilizados anticorpos para duas
citocinas: IL-8 e TNFα.
3.3.1 Estudo funcional em monócitos e células dendríticas
Utilizando sangue total de diferentes dadores foi testada a capacidade dos produtos de
oxidação, obtidos no capítulo 2, de aumentar a expressão das interleucinas IL-8 e TNFα.
Neste estudo, foi realizado um ensaio preliminar para todos os dez produtos de oxidação e
para as duas interleucinas.
Recorrendo à técnica de citometria de fluxo foi analisada a expressão das citocinas IL-8
e TNFα por parte de monócitos e de células dendríticas. Para tal, foram utilizados anticorpos
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(a) Fosfatidilserina nativa (b) Terminal hidroperoxiacetaldeído
(c) Terminal hidroacetaldeido (d) Terminal acetamida
(e) Ácido fosfatídico
Figura 3.2: Produtos de oxidação utilizados para o ensaio imune.
monoclonais específicos para alguns antigénios de membrana. Para a marcação dos mo-
nócitos utilizou-se anticorpos monoclonais para os antigénios de membrana CD33 que, na
presença de monócitos reagem com estes. Para a marcação das células dendríticas utilizou-se
uma combinação de anticorpos monoclonais para os antigénios de membrana CD3, CD19,
CD56 e CD14 (Kit DC) que não apresentam reactividade na presença de células dendríti-
cas. Para confirmar a marcação tanto de monócitos como de células dendríticas também
se utilizou anticorpos monoclonais para a marcação de HLA-DR que reage na presença de
células apresentadoras de antigénios como as células dendríticas mielóides e os monócitos.
Desta forma, na presença de monócitos irá ocorrer uma reacção positiva para os antigénios
de membrana CD-33 e HLA-DR e CD-DC e na presença de células dendríticas uma mar-
cação positiva para HLA-DR e CD33, e negativa para CD-DC. Tendo em consideração os
diferentes antigénios de membrana existentes nas membranas dos monócitos e células den-
dríticas em estudo foi possível, em cada uma das amostras, identificar estas duas células
apresentadoras de antigénio.
De forma a analisar a expressão das citocinas IL-8 e TNFα utilizaram-se anticorpos mo-
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noclonais para estas proteínas. Na presença destas citocinas ocorre a ligação dos anticorpos
específicos para cada uma das citocinas. Desta forma foi possível identificar a expressão
das citocinas em relação à sua produção total (frequência de produção em percentagem) e
em relação à sua produção por célula imune (MIF). A frequência de produção é a produção
total de uma determinada citocina num tubo, enquanto que a produção de uma determinada
citocina é a produção dessa citocina por monócito ou célula dendrítica.
Tabela 3.3: Resultados obtidos no estudo do papel imune dos diferentes produtos de oxidação
(a) Resultados obtidos para a marcação da citocina IL-8
Amostra Monócitos Células Dendríticas
Tubo Estímulo % MIF % MIF
1 POPS 7,64 15,88 0,12 7,35
2 DPPS 1,78 12,72 0,14 6,30
3 POPS (-29 Da) 5,92 15,34 29,48 13,16
4 DPPS (-29 Da) 4,41 12,44 0,11 7,29
5 POPS (-30 Da) 2,73 15,18 12,90 13,64
6 DPPS (-30 Da) 5,33 12,46 6,57 11,39
7 POPS (PA) 2,76 12,14 14,14 13,14
8 POPS (PA) 3,11 11,87 14,90 13,45
9 POPS (-13 Da) 70,68 33,24 66,53 22,37
10 DPPS (-13 Da) 2,84 15,18 26,80 12,03
Branco - 2,11 12,38 6,86 13,09
Activado LPS 61,44 22,18 95,91 25,08
(b) Resultados obtidos para a marcação da citocina TNFα
Amostra Monócitos Células Dendríticas
Tubo Estímulo % MIF % MIF
1 POPS 5,49 24,57 12,39 12,44
2 DPPS 5,47 29,86 16,60 10,41
3 POPS (-29 Da) 7,52 21,39 10,20 14,81
4 DPPS (-29 Da) 6,33 70,49 17,98 17,91
5 POPS (-30 Da) 3,26 25,64 11,96 12,46
6 DPPS (-30 Da) 15,59 16,54 14,29 11,98
7 POPS (PA) 8,21 21,06 25,18 10,43
8 POPS (PA) 10,82 32,50 25,50 11,93
9 POPS (-13 Da) 98,59 172,03 74,71 34,43
10 DPPS (-13 Da) 5,70 55,92 16,97 12,18
Branco - 4,94 11,17 4,44 13,91
Activado LPS 87,89 108,28 98,35 41,46
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(a) IL-8
(b) TNFα
Figura 3.3: Percentagem de monócitos e de células dendríticas mielóides activadas para cada
uma das duas interleucinas em estudo no ensaio perliminar (IL-8 (Sub-figura 3.3a) e TNFα
(Sub-figura 3.3b)
Os resultados obtidos para o ensaio preliminar (Tabela 3.3 e Figura 3.3) evidenciam
largamente que os produtos de oxidação POPS (-13 Da) - derivados glicerofosfohidropero-
xiacetaldeído - são os produtos de oxidação com maior capacidade indutora da expressão
das duas interleucinas. Os monócitos e as células dendríticas mielóides na presença dos pro-
dutos de oxidação POPS (-13 Da) têm uma maior frequência na produção de TNFα e IL-8
por monócitos e células dendríticas mielóides quando comparado com o controlo e com a
fosfatidilserina nativa (POPS). Verificou-se que as culturas de monócitos na presença dos
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produtos de oxidação POPS (-13 Da) apresentam uma maior percentagem de produção de
TNF e IL-8 comparando tanto com o controlo como com a fosfatidilserina nativa. Em rela-
ção aos restantes compostos não se verificou grandes alterações na frequência de produção
em relação ao controlo.
Na Figura 3.4 encontram-se os Dot spot referentes à citocina IL-8, onde é possível ob-
servar os diferentes Dot spot obtidos para os tubos controlo, POPS (-13 Da) e POPS (N),
tanto para os monócitos (população azul escuro - Sub-figuras 3.4a, 3.4b e 3.4c) como para
as células dendríticas (população azul claro - Sub-figuras 3.4d, 3.4e e 3.4f). Nestes Dot spot
observa-se um aumento do número de células imunes activas (população amarela) nos tubos
onde é induzida a estimulação da produção da citocina IL-8 com POPS (-13 Da) em relação
aos tubos controlo.
(a) Monócitos Controlo (b) Monócitos POPS -13 Da (c) Monócitos POPS nativo
(d) Células dendríticas Controlo (e) Células dendríticas POPS -13 Da (f) Células dendríticas POPS nativo
Figura 3.4: Exemplos dos resultados obtidos dos ensaios imunológicos com marcação mo-
noclonal para a interleucina IL-8. Dot Spot dos ensaios desenvolvidos para os monócitos
(a,b,c) e células dendríticas (d, e, f). A azul escuro encontra-se a população de monócitos
que não expressa a citocina IL-8. A azul claro encontra-se a população de células dendríticas
que não expressa a citocina IL-8. A amarelo encontra-se a população, tanto de monócitos
(Dot spot a, b e c) como de células dendríticas (Dot spot d, e e f) que expressam a citocina
IL-8.
Na Figura 3.5 encontra-se um exemplo dos Dot spot obtidos para a citocina TNFα (po-
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pulação amarela). De igual modo que para a IL-8 encontram-se os Dot spot obtidos para os
tubos controlo, POPS -13 Da e POPS (N). Os resultados obtidos para a citocina TNFα são
similares aos resultados obtidos para a IL-8, observando-se um aumento da expressão para
os tubos contendo POPS -13 Da em relação ao tubo controlo e POPS (N)
(a) Monócitos Controlo (b) Monócitos POPS -13 Da (c) Monócitos POPS nativo
(d) Células dendríticas Controlo (e) Células dendríticas POPS -13 Da (f) Células dendríticas POPS nativo
Figura 3.5: Exemplos dos resultados obtidos dos ensaios imunológicos com marcação mo-
noclonal para a interleucina TNFα. Dot spot dos ensaios desenvolvidos para os monócitos
(a,b,c) e células dendríticas (d, e, f). A azul escuro encontra-se a população de monócitos que
não expressa a citocina TNFα. A azul claro encontra-se a população de células dendríticas
que não expressa a citocina TNFα. A amarelo encontra-se a população, tanto de monócitos
(Dot spot a, b e c) como de células dendríticas (Dot spot d, e e f), que expressam a citocina
TNFα.
Os resultados descritos neste capítulo indicam os derivados 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-
3-fosfohidroperoxiacetaldeído (POPS -13 Da) como importantes mediadores na activação de
monócitos e células dendríticas. Tal como já foi referido no capítulo 2 fosfatidilserinas oxida-
das têm sido encontradas associadas a condições patológicas [32, 33, 35, 37]. Por outro lado,
é conhecido que a externalização da PS é um indicador precoce da apoptose, havendo evi-
dências do reconhecimento de células apoptóticas por células do sistema imunitário como os
macrófagos tendo como moléculas sinalizadoras fosfatidilserinas oxidadas[16, 38, 39, 40].
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Desta forma, os resultados obtidos neste capítulo podem ter um papel relevante na com-
preensão do processo de sinalização precoce de células apoptóticas, colocando os derivados
1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfohidroperoxiacetaldeído (POPS -13 Da) como possível
molécula sinalizadora dos mecanismos de apoptose.
Uma vez analisados os resultados obtidos no ensaio preliminar e evidenciada a capa-
cidade dos produtos de oxidação com terminal hidroperoxiacetaldeído (POPS -13 Da) de
activarem a produção das citocinas IL-8 e TNFα, foram feitos mais dois ensaios para todos
os produtos de oxidação de forma a alargar o estudo e confirmar os resultados obtidos no
ensaio preliminar.
Do total dos três ensaios desenvolvidos para todos os produtos de oxidação foi possível
obter resultados concordantes, sendo a POPS -13 Da o composto a apresentar evidências de
uma maior activação de células dendríticas e monócitos. Seguidamente, foram realizados
mais cinco ensaios para a POPS-13 Da e para a DPPS-13 Da, em separado, contra amostras
activadas com LPS (controlo positivo) e sem estimulação (controlo negativo). Para estes
novos ensaios foi alargado o espectro de citocinas em teste, acrescentando-se as citocinas
MIP-1β, IL-6 e IL-1β (Figuras 3.6).
(a) Frequências para monócitos (b) Frequências para células dendríticas mielóides (mDC)
Figura 3.6: Frequência de produção de TNFα, MIP, IL-8, IL-6 e IL-1B em monócitos e mDC
após activação com LPS, POPS (-13 Da) e sem estimulação
O alargamento da avaliação da capacidade do produto de oxidação POPS-13 Da em mais
três citocinas permite confirmar os resultados obtidos no ensaio preliminar e comprovar que
os produtos de oxidação da POPS resultantes de modificações na cabeça polar da fosfatidil-
serina com perda de 13 Da podem ser importantes mediadores do sistema imunitário. Até ao
momento foram realizados ensaios apenas para o composto POPS -13 Da, uma vez que até à
finalização desta tese não houve tempo para a realização dos ensaios para o composto DPPS
-13 Da. Nas Figuras 3.6 e 3.7 é possível observar as diferentes frequência de populações
e a produção das citocinas marcadas em estudo para os tubos controlo, POPS (-13 Da) e
controlo positivo (LPS).
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O teste não-paramétrico de Mann-Whitney [106] permite confirmar as diferenças en-
tre o grupo controlo e o grupo POPS (-13 Da) (Figuras 3.6 e 3.7). Foram calculados os
valores de p-value para cada teste de significância. Para o tratamento dos dados utilizou-
se o programa estatístico SPSS tendo sido possível salientar que, para os monócitos, entre
o controlo e o POPS (-13 Da) existem diferenças significativas relativamente à frequên-
cia de produção da citocina TNFα (p = 0,000). Também para os monócitos, entre o con-
trolo e o POPS (-13 Da), existem diferenças significativas relativamente à frequência de
produção das citocinas MIP-1β, IL-6, IL-8 e IL-1β (p = 0,009 < 0,05; p = 0,009 < 0,05;
p= 0,009 < 0,05; p= 0,009 < 0,05; respectivamente). Com idêntico procedimento, e para
os mesmos parâmetros em estudo, concluí-se que não existirem diferenças significativas re-
lativamente à produção da citocina TNFα (p = 0,915 > 0,05). De igual forma, não existem
diferenças significativas relativamente à produção das citocinas TNFα, MIP-1β, IL-6, IL-
8 e IL-1β (p = 0,917 > 0,05; p = 0,251 > 0,05; p = 0,465 > 0,05; p = 0,251 > 0,05;
p = 0,251 > 0,05; respectivamente).
(a) Produção para monócitos (b) Produção para células dendríticas mielóides (mDC)
Figura 3.7: Produção de TNF-a, MIP, IL-8, IL-6 e IL-1b em monócitos e mDC após activação
com LPS, POPS (-13) e sem estimulação.
Utilizando o mesmo teste não-paramétrico foram evidenciadas as diferenças entre o
grupo controlo e o grupo POPS (-13 Da) para células dendríticas mieloides. Entre o grupo
controlo e o grupo POPS (-13 Da) existem diferenças significativas relativamente à frequên-
cia de produção das citocinas TNFα, MIP-1β, IL-6, IL-8 e IL-1β (p = 0,000 < 0,05; p =
0,009 < 0,05; p = 0,009 < 0,05; p = 0,009 < 0,05; p = 0,009 < 0,05; respectivamente).
Já entre o grupo controlo e o grupo POPS (-13 Da), para células dendríticas mielóides, não
existem diferenças significativas relativamente à produção das citocinas TNFα, MIP-1β, IL-
6, IL-8 e IL-1β (p= 0,076> 0,05; p= 0,109> 0,05; p= 0,754> 0,05; p= 0,341> 0,05;
p = 0,465 > 0,05; respectivamente). Estes resultados permitem evidenciar que as amostras
contendo POPS (-13 Da) apresentam uma grande capacidade de activar a produção das cito-
cinas em estudo (TNFα, MIP-1β, IL-6, IL-8 e IL-1β) .
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Nos resultados obtidos, tanto para os monócitos como para as células dendríticas, para
a produção das citocinas (MIF), as diferenças não foram significativas, enquanto que para
a frequência de produção das citocinas as diferenças foram significativas. Desta forma, a
capacidade da POPS -13 Da de activar a produção das citocinas em estudo não é explicada
pelo aumento da expressão e libertação destas citocinas, mas sim pelo aumento do número
de monócitos e celulas dendríticas a expressar estas citocinas, visto que a diferença entre a
frequência de produção das citocinas da amostra contendo POPS -13 Da e a frequência de
produção das citocinas para o grupo controlo não foi estatísticamente significativa para todas
as citocinas em estudo (TNFα, MIP-1β, IL-6, IL-8 e IL-1β).
Como trabalho futuro, de forma a verificar a capacidade destes produtos de oxidação de
interagirem com outras células, será relevante testar a actividade imune destes produtos de
oxidação noutras células do sistema imunitário como macrófagos e linfócitos. Contudo, o
trabalho que poderá ser desenvolvido tendo como partida os resultados obtidos nesta tese já
requer um novo ciclo de pesquisa e de trabalho laboratorial que poderá ser enquadrada no
âmbito de outra tese.
3.4 Conclusão
No presente capítulo foi estudado, por citometria de fluxo, a capacidade dos produtos de
oxidação resultantes de alterações na serina da cabeça polar da PS (capítulo 2) de activarem
as células do sistema imunitário. Utilizando sangue total foi possível estudar a interacção
destes produtos de oxidação com monócitos e células dendríticas e avaliar a sua capacidade
para induzir a produção das citocinas IL-8 e TNFα num estudo preliminar e as interleucinas
MIP-1β, IL-6, IL-1β num trabalho ainda em desenvolvimento. Os resultados obtidos até à
data evidenciam que os produtos de oxidação da POPS resultantes da perda de neutro de
13 Da (derivados glicerofosfohidroperoxiacetaldeído) são fortemente indutores da expressão
das citocinas referidas (IL-8, TNFα, MIP-1β, IL-6 e IL-1β).
Os resultados presentes neste capítulo evidenciam que os produtos de oxidação da POPS
com terminal hidroperoxiacetaldeído são importantes modeladores do sistema imunitário,
apesar de ser necessário um alargamento deste estudo para confirmação dos resultados e
generalização dos mesmos.
70
Capítulo 4
Análise e caracterização de
fosfatidilserinas glicoxidadas por
espectrometria de massa
No presente capítulo será descrita a glicação de fosfatidilserinas e o estudo da oxidação
de fosfatidilserinas glicadas, de modo a avaliar a influência da glicação nas modificações de
fosfolípidos induzidas por stress oxidativo. Serão descritas as metodologias seguidas para as
reacções de glicação e oxidação e as condições utilizadas na caracterização estrutural destes
compostos por ESI-MS, ESI-MS/MS, HPLC-MS e HPLC-MS/MS.
Neste capítulo pretende-se identificar as diferenças existentes entre a oxidação de fosfa-
tidilserinas nativas e fosfatidilserinas glicadas em termos de produtos de oxidação obtidos e
do tempo necessário para a oxidação, fazendo uma comparação com os resultados obtidos
no capítulo 2.
Para este capítulo foi optimizada a reacção de glicação, obtendo-se uma metodologia que
permite obter um melhor rendimento. De seguida a mistura glicada foi oxidada pela reacção
de Fenton nas mesmas condições utilizadas para a oxidação de PS não glicada e descritas no
capítulo 2. Ambas as reacções de glicação e de oxidação foram monitorizadas por ESI-MS
e ESI-MS/MS. Por fim a mistura glicoxilada e a mistura oxidada obtida no capítulo 2 foram
separadas por HPLC-MS e HPLC-MS/MS e comparados os produtos de oxidação obtidos
nestas duas misturas.
4.1 Introdução
Proteínas e lípidos modificados não-enzimaticamente pela ligação de açúcares redutores,
como a glucose, têm sido descritos como estando relacionados com processos de envelhe-
cimento e deterioração de tecídos, proteínas e membranas celulares. A glicação de biomo-
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léculas tem sido associada ao agravamento de diversas patologias como hipertensão arterial
e diabetes [57, 107, 108]. Enquanto que este tipo de reacções (reacções de Maillard) em
aminoácidos e proteínas já se encontram bem descritas, assim como as suas consequências
in vivo, ainda muito pouco é sabido sobre este tipo de reacções em aminofosfolípidos como
a fosfatidiletanolamina (PE) ou a fosfatidilserina (PS) [108, 109]. A síntese de fosfatidile-
tanolaminas glicadas já tem sido realizada por alguns autores [19, 61, 108, 110, 111] com
o intuito de contribuir para a compreensão da síntese e caracterização dos produtos destas
reacções. Contudo, ainda nenhum trabalho foi desenvolvido até ao momento sobre a síntese
de fosfatidilserinas glicadas. Assim, devido à ausência de dados sobre a PS glicada e sobre
o seu comportamento em condições de stress, surgiu a proposta deste trabalho que visa o
estudo da glicação de PS e da sua influência nas modificações oxidativas.
Reacções de glicação estão associadas com processos de modificação oxidativa principal-
mente pela formação de intermediários como bases de Schiff e produtos Amadori [19, 54].
Estes produtos de glicação apresentam um papel importante em processos inflamatórios e
em processos de sinalização em células apoptóticas [55]. Por outro lado, em alguns estudos
é descrito o aumento da susceptibilidade de oxidação de fosfolípidos glicados em detrimento
de fosfolípidos nativos [18, 108, 111], sugerindo que estas modificações podem ser de grande
relevância em alguns processos patofisiológicos.
Para este capítulo foi utilizado o fosfolípido 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfo-L-
serina (POPS) (Figura 4.1) que foi colocado na presença de glucose, sobre diferentes condi-
ções. No decorrer deste trabalho diferentes condições experimentais foram analisadas vari-
ando a temperatura, concentração de açúcar e tipo e concentração de solvente. As reacções
foram monitorizadas por ESI-MS e os produtos da reacção caracterizados por ESI-MS/MS.
Posteriormente, a mistura glicada foi sujeita a condições oxidativas e os produtos de oxida-
ção obtidos foram analisados e caracterizados por HPLC-MS e HPLC-MS/MS.
Figura 4.1: Fosfatidilserinas utilizadas neste estudo (1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfo-
L-serina (POPS))
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4.2 Metodologia
4.2.1 Reagentes
Utilizou-se, sem purificação, o fosfolípido 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfo-L-serina
(POPS) adquirido na Avanti polar lipids, Inc.. Para a reacção de glicação utilizou-se D-
glucose e metanol adquiridos na Merck (Darmstadt, Germany). Para a reacção de peroxi-
dação utilizou-se FeCl2, EDTA e H2O2 (30%, w/v) adquiridos na Merck (Darmstadt, Ger-
many). Para a separação em HPLC foi utilizada água miliQ e acetonitrilo (VWR).
4.2.2 Síntese de fosfatidilserinas glicadas
Depois de optimizado o processo de síntese de fosfatidilserinas, as fosfatidilserinas glica-
das foram obtidas adicionando 4 mg de D-glucose e 200 μl de metanol a 1 mg de fosfolípido.
A mistura foi agitada e colocada em água fervente durante 15 minutos em atmosfera de azoto.
4.2.3 Oxidação da mistura glicada de fosfatidilserinas
Foram adicionados 446 μL de tampão de bicarbonato de amónio 5 mM (pH 7.4) a 1
mg da mistura POPS glicada de forma a formar vesículas. A mistura foi agitada. Para os
tratamentos oxidativos com Fe (II) e H2O2 utilizou-se 40 μM FeCl2/EDTA (1:1) 50 mM de
peróxido de hidrogénio. A mistura foi incubada a 37ºC a diferentes períodos de tempo com
agitação.
4.2.4 Instrumentação
A extensão das reacções de glicação e oxidação foi monitorizada por ESI-MS usando
uma trapa linear (ThermoFinnigan, San Jose, CA, USA). O espectrómetro de massa LXQ
linear ion trap foi operado em modo negativo, preferencialmente, mas, por vezes, para con-
firmação de resultados, também foi utilizado no modo positivo. Tipicamente as condições
de ESI no modo negativo são as seguintes: voltagem do electrospray de 4.7 kV; temperatura
do capilar de 275ºC e fluxo de gás de 25 U. A variação de massas permitida foi de 0.5 Da e
foi utilizado um tempo de activação de 30 ms para as experiências de MS/MS. Os espectros
de MS e MS/MS foram adquiridos com um tempo máximo de ionização de 50 ms e 200
ms, respectivamente. A energia de colisão utilizada variou entre 17 e 20 (unidades arbitrá-
rias) para as experiências de MS/MS. Para a aquisição e visualização dos dados utilizou-se o
programa Xcalibur data system (V2.0).
Os produtos de oxidação formados na reacção de oxidação da mistura glicada foram
separados através da utilização HPLC-MS, utilizando o Alliance Waters 2690 Separation
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Modules acoplado ao espectrómetro de massa LXQ linear ion trap. As misturas oxidadas
(mistura de POPS glicoxidada e mistura oxidada) foram ressuspendidas em água miliQ com
20 % de metanol e introduzidos, em corridas separadas, 10 μl das amostras na coluna Bio
Wide Pore C5, 15 cm x 0,5 mm, 5 μm. Como eluentes foram utilizados 95 % de água
miliQ: 5 % acetonitrilo (eluente A) e 100 % de acetonitrilo (eluente B). O programa para
a separação em HPLC utilizado (Tabela 4.1) foi optimizado de forma a conseguir separar
os diferentes produtos de oxidação e permitir uma melhor identificação e caracterização. O
programa utilizado começou com 60 % de eluente A e 40 % de eluente B mantendo-se estas
concentrações durante 5 minutos. Ao fim destes 5 minutos a percentagem de eluente A foi
diminuindo gradualmente até aos 25 minutos, até 40 % de eluente A e 60 % de eluente B.
Tabela 4.1: Programa utilizado na separação
por HPLC
T Flow % A % B
int 0,300 60 40
5 0,300 60 40
25 0,300 40 60
35 0,300 20 80
De seguida a percentagem de eluente A foi
diminuindo e a percentagem de eluente B
foi aumentando estando ao fim de 35 minu-
tos a 20 % de eluente A e 80 % de eluente
B.
A aquisição dos espectros de HPLC-MS
e HPLC-MS/MS foi realizada no modo ne-
gativo utilizando uma aplicação de Data De-
pendent de forma a caracterizar os iões pro-
duto principais que foram eluidos. Foram
adquiridos continuamente um espectro de MS e quatro espectros de MS/MS ao longo da
eluição com um energia de colizão normalizada de 18 (unidades arbitrárias). Os espec-
tros foram adquiridos repetidamente e continuamente ao longo da eluição com as seguintes
configurações de exclusão dinâmica: contagem da repetição, 3; duração da repetição, 15
segundos; duração da exclusão, 45 segundos.
4.3 Resultados e Discussão
Neste trabalho pretendia-se avaliar o efeito da glicação nas modificações oxidativas da
PS. Com esse objectivo utilizou-se a 1-palmitoil-2-oleoil-fosfatidilserina (POPS; C16:0/C18:1;
m/z [POPS−H]− = 760). Este fosfolípido foi glicado segundo uma reacção de Maillard.
Para esta reacção foram testadas diferentes condições reaccionais. A POPS glicada foi oxi-
dada pelo radical hidroxilo gerado numa reacção de Fenton e os seus produtos de oxidação
estudados por HPLC-MS e HPLC-MS/MS.
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4.3.1 Optimização das condições reaccionais para a síntese de fosfati-
dilserinas glicadas
Numa primeira fase do trabalho foram optimizadas as condições de glicação da PS, de
modo a obter um maior rendimento de PS glicada. Para tal, foram testadas várias condições
experimentais em que se variou a concentração de glucose, de PS, o solvente, a tempera-
tura e o tempo de reacção. As condições experimentais testadas encontram-se resumidas na
Tabela 4.2 na página seguinte. Na metodologia que permitiu obter um maior rendimento
e que foi utilizada na continuação do trabalho foi utilizou-se como solvente metanol com
uma concentração de 20 mM de glucose, com 15 minutos de incubação, em água fervente
e atmosfera de azoto (Tabela 4.2, Ensaio 12). A glicação foi monitorizada por ESI-MS e
ESI-MS/MS preferencialmente no modo negativo.
Os diferentes ensaios foram desenvolvidos de forma a obter um balanço entre a maior
percentagem possível de produto glicado e a tentativa de igualar as condições biológicas.
Desta forma começou-se por realizar a reacção à temperatura fisiológica (37ºC), para con-
centrações baixas de glucose (1 mg), em tampão bicarbonato de amónio, metanol e antio-
xidante BHT, para diferentes períodos de tempo (Tabela 4.2, Ensaios nº 1 a 3). Para estes
ensaios não se observou a formação de glicado, podendo a quantidade de glucose não ter
sido a necessária para ocorrer a formação de glicado. Com o intuito de se verificar ests hipó-
tese aumentou-se a quantidade de glucose para 5,6 mg (Tabela 4.2, Ensaios nº 4 a 6). Nestes
ensaios também não se observou a formação do produto glicado.
Seguidamente, experimentou-se outra técnica de glicação recorrendo a um banho de água
fervente, em que se adicionaram 500 μg de fosfolipido, 25 mg de glucose dissolvidos em
água miliQ e metanol, sob atmosfera de azoto (Tabela 4.2, Ensaios nº 7 a 9) [19]. Nestes en-
saios o rendimento foi estimado por comparação das abundâncias relativas entre o ião POPS
nativa, na forma de [POPS−H]−, e o ião da POPS glicada, na forma de [POPSgluc−H]−
(m/z 922). Ao fim de 30 minutos de reacção foi possível observar, com uma abundância
relativa de 100 %, o ião da POPS nativa, na forma de[POPS−H]−, e o ião da POPS glicada,
na forma de[POPSgluc−H]−, com uma abundância relativa de 30 % (Ensaio nº 7). Utili-
zando esta metodologia, a melhor razão POPS nativa/POPS glicada foi conseguida ao fim de
90 minutos com uma abundância relativa de fosfolípido glicado ([POPSgluc−H]−) de 80%
(Ensaio nº9).
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(a) Controlo (b) 15 minutos
(c) 30 minutos (d) 90 minutos
Figura 4.2: Espectros ESI-MS das reacções de glicação em água fervente com metanol para
90, 30, 15 e 0 (controlo) minutos de reacção
Por fim, de forma a aproximar as condições da reacção das condições in vivo, alteraram-
se as concentrações de fosfolípido e glucose para 5 mM de fosfolípido e 20 mM de glucose
(concentração de glucose próxima da hiperglicémia descontrolada). Neste ensaio, para dimi-
nuir a hidrólise da ligação imina formada durante a glicação, utilizou-se como solvente ape-
nas metanol (Tabela 4.2, Ensaios nº 10 a 12) . Destes ensaios obteve-se um rendimento muito
superior ao dos ensaios anteriores. Nos espectros ESI-MS (Figura 4.2) observa-se um pico
com uma abundância relativa do ião POPS glicada, na forma de [POPSgluc−H]−, de 100 %
para os três ensaios. Contudo, nos três espectros de ESI-MS é possível observar a ocorrência
de oxidação havendo a formação de iões de produtos de oxidação resultantes de modificações
na cabeça polar da fosfatidilserina na forma de [POPS−H−13]− e de [POPS−H−87]−.
Nos espectros correspondentes, estes produtos de oxidação, nos diferentes ensaios (15, 30
e 90 minutos), aparecem com abundâncias relativas distintas observando-se um aumento do
pico destes produtos de oxidação, em especial do ião [POPS−H−13]−, com o aumento do
tempo de reacção. Apesar de se ter observado oxidação nos últimos três ensaios (Tabela 4.2,
Ensaios nº 11 a 13) foi possível obter o aducto de glucose em elevada percentagem. Uma
vez que o ensaio correspondente ao tempo de reacção de 15 minutos (Ensaio nº 12) apresenta
um espectro de ESI-MS com os produtos de oxidação com picos de abundâncias relativas
inferiores a aproximadamente 5 %, escolhram-se as condições metodológicas utilizadas para
77
Estudo da glicoxidação de fosfatidilserinas por MS 4.3 Resultados e Discussão
este ensaios como sendo as mais indicadas para a síntese de fosfatidilserinas glicadas e estas
foram as condições utilizadas neste trabalho. De forma a identificar as vias de fragmenta-
ção típica da fosfatidilserina glicada, foram adquiridos espectros de ESI-MS/MS que serão
analisado na secção seguinte.
4.3.2 Estudo das vias de fragmentação de PS glicada por ESI-MS/MS
No espectro de ESI-MS/MS do ião [POPSgluc−H]− (Figura 4.3) observa-se um ião de
m/z 760 formado pela perda de 162 Da. Observa-se também, um ião com a maior abundância
relativa correspondente a um ião de m/z 673 resultante da perda da serina glicada (249 Da
(87+162 Da), fragmentação típica das fosfatidilserinas glicadas) e um ião correspondente a
um dos dois ácidos m/z 281 (ácido oleico). Também é possível observar iões correspondentes
à perda da serina glicada juntamente com a perda de uma das cadeias acil na forma de ácido
(neste caso m/z 391 ([POPSgluc−H−249−R1CO2H]−) e m/z 417 ([POPSgluc−H−249−
R2CO2H]−)) e na forma de ceteno (neste caso m/z 409 ([POPS−H− 249−R1CH = C =
O]−) e m/z 435 ([POPSgluc−H−249−R1CH =C = O]−)).
Figura 4.3: Espectro ESI-MS/MS do ião correspondente à POPS glicada
4.3.3 Oxidação de PS glicada e monitorização por ESI-MS
Com o intuito de caracterizar os produtos de oxidação formados na oxidação de fosfati-
dilserinas glicadas, a mistura de POPS nativa e POPS glicada, obtida e descrita no presente
capítulo, nas secções 4.3.1 e 4.3.2, foi sujeita a condições oxidativas pelo radical hidroxilo,
através de uma reacção de Fenton. Como controlo foi utilizada a mesma mistura sem se
adicionar qualquer agente oxidante. A monitorização desta reacção foi realizada ao longo de
83 horas por espectrometria de massa preferencialmente no modo negativo.
Após a oxidação da mistura esta foi comparada com a mistura não oxidada observando-
se a formação de novos iões [M−H]− (Sub-figura 4.4b). Estes iões aparecem com valores
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de m/z mais elevados do que a POPS glicada (m/z 922) assim como para valores de m/z mais
elevados e mais baixos que a POPS nativa (m/z 760).
(a) Mistura glicada em condições não oxidativas (b) Mistura glicada em condições oxidativas
Figura 4.4: Espectros de ESI-MS da mistura glicada em condições não oxidativas (a) e em
condições oxidativas ao fim de 83 horas de incubação (b)
Tabela 4.3: Resumo dos produtos de oxidação
resultantes da inserção de oxigénios na mis-
tura de POPS glicada observados nos espec-
tros de ESI-MS
ião m/z
[POPSgluc−H +14]− 936
[POPSgluc−H +16]− 938
[POPSgluc−H +28]− 950
[POPSgluc−H +30]− 952
[POPSgluc−H +32]− 954
Comparando os espectros ESI-MS da
mistura de fosfatidilserina glicada na ausên-
cia de condições oxidativas com a mistura
oxidada e a mistura glicoxidada, podemos
observar novos iões na forma [M − H]−,
com valores de m/z de 936, 938, 950, 952 e
954 (Sub-figura 4.4b), na mistura de fosfa-
tidilserina glicoxidada. Estes produtos cor-
respondem a produtos de oxidação da POPS
glicada com a formação de grupos hidro-
xilos, de hidroperóxidos e de cetonas tanto
nas cadeias como na serina (Tabela 4.3). De
forma a proceder a uma melhor caracterização dos produtos de oxidação identificados por
ESI-MS a mistura de POPS glicoxidada e a mistura de POPS oxidada foi analisada por
HPLC-MS e HPLC-MS/MS.
4.3.4 Identificação de produtos de oxidação de PS glicada por HPLC-
MS
Nesta parte do trabalho foram analisadas por HPLC-MS duas misturas oxidadas: a POPS
glicoxidada e a POPS oxidada. Na Figura 4.5 encontram-se os cromatogramas iónicos totais
obtidos para as duas misturas em estudo, onde se pode visualizar diferenças entre os dois
cromatogramas.
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(a) Mistura glicoxilada (b) Mistura oxidada
Figura 4.5: Cromatograma iónico total de HPLC-MS da mistura glicoxilada e da mistura
oxidada
Nos dois cromatogramas (Figura 4.5) são encontradas diferenças nos seus perfis devido
à presença adicional, na mistura glicoxidada, da POPS glicada e dos produtos de oxidação
resultantes da oxidação da POPS glicada, enquanto que na mistura da POPS oxidada apenas
se encontra a POPS nativa e os seus produtos de oxidação. Os produtos de oxidação da
POPS glicada foram identificados como produtos resultantes da inserção de grupos hidroxilo,
hidroperóxido e cetona, e produtos de oxidação resultantes da quebra da molécula de glucose.
Os produtos de oxidação resultantes da inserção de oxigénios, separados por HPLC-MS,
foram os de m/z 936, 938, 950, 952, 954, 966, 968, 970, 982, 984 e 986, em que os iões de
m/z 936, 938, 950, 952 e 954 já tinham sido identificados por ESI-MS (sub-secção 4.3.3).
Os produtos de oxidação de valores de m/z 936, 950, 952, 966, 968, 982 e 984 correspondem
a produtos de oxidação resultantes de modificações no ácido gordo insaturado por grupos
hidroxilos, hidroperóxilos e cetonas (Figura 4.6). Os produtos de oxidação valores m/z 938,
954, 970 e 986 correspondem a produtos de oxidação resultantes de modificações no ácido
gordo insaturado por hidroxilos e hidroperóxidos (Figura 4.7). Observando os cromatogra-
mas destes compostos é possível encontrar, em alguns casos, mais do que um pico com dife-
rente tempo de retenção. Este facto evidencia que poderemos estar na presença de compostos
diferentes, como isómeros funcionais e/ou posicionais. Produtos de oxidação de fosfolípidos
glicados resultantes de modificações por inserção de oxigénios foram encontrados, nomea-
damente em fosfatidiletanolaminas. No trabalho de Domingues e seus colaboradores [29]
foram identificados dois picos de eluição para a PLPE+2O. Este facto sugere a presença de
dois compostos distintos para o mesmo falor de m/z. Estes compostos resultam da inserção
de dois átomos de oxigénio de forma diferente, sugerindo a presença de isómeros posicionais
e/ou funcionais.
Os produtos de oxidação da POPS glicada resultantes da quebra da glucose foram encon-
trados a valores de m/z 818 e 832 correspondendo a moléculas desprotonadas resultantes da
perda de neutro de 104 e 90 Da, respectivamente, em relação à POPS glicada (Figura 4.8).
Produtos de oxidação resultantes da quebra da glucose em fosfatidiletanolaminas glicadas
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também já foram descritas por Simões e seus colaboradores [19]. No trabalho de Simões e
seus colaboradores também foi encontrado um produto de oxidação resultante da perda de
neutro de 104 Da em relação à fosfatidiletanolamina glicada.
4.3.5 Identificação de produtos de oxidação de PS glicada por
HPLC-MS/MS
Os produtos de oxidação resultante da inserção de oxigénios e de quebras na glucose
encontram-se sumariados na Tabela 4.4 na página 84, juntamente com os respectivos tempos
de retenção. Uma vez identificados os iões correspondentes a estes produtos de oxidação,
os mesmos foram analisados em detalhe através dos seus cromatogramas de corrente iónica
reconstruída e dos seus espectros de MS/MS, de cada ião, em cada pico de eluição.
4.3.5.1 Produtos de oxidação da POPS glicada resultantes da inserção de oxigénios
Da análise dos produtos de oxidação resultantes da oxidação da POPS glicada foi pos-
sível identificar os produtos de oxidação já descritos na sub-secção 4.3.3 e encontrar novos
produtos de oxidação com valores m/z superiores à da POPS glicada. Analisando os RIC
destes produtos de oxidação podemos verificar a ocorrência de mais do que um pico na
maior parte dos produtos de oxidação (Tabela 4.4 na página 84). Diferentes valores de tem-
pos de retenção para o mesmo valor de m/z sugere que estejamos na presença de isómeros
posicionais e/ou funcionais.
A inserção de oxigénios pode ocorrer na forma de cetona, hidróxidos ou hidroperóxidos
e podem encontrar-se na cadeia insaturada (ácido oleico, uma ligação dupla), na serina (no
carbono alfa) ou na molécula de glucose. Desta análise foi possível encontrar uma variedade
de produtos de oxidação resultantes da inserção de um até quatro átomos de oxigénio não
só na cadeia insaturada na forma de cetonas, hidróxidos e hidroperóxidos, mas também
no aminoácido serina e na molécula de glucose. A título de exemplo, nas Figuras 4.9 na
página 85 e 4.10 na página 86 encontram-se os espectros de HPLC-MS/MS para os iões 936
(922+O−2Da) e 938 (922+O).
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(a) ião de m/z 936 (922+14) (b) ião de m/z 950 (922+28)
(c) ião de m/z 952 (922+30) (d) ião de m/z 966 (922+44)
(e) ião de m/z 968 (922+46) (f) ião de m/z 982 (922+60)
(g) ião de m/z 984 (922+62)
Figura 4.6: Cromatogramas de corrente iónica reconstruída (RIC), dos iões resultantes da
inserção de oxigénios na forma de cetonas, hidróxidos e hidroperóxidos na POPS glicada,
na forma [M−H]−. O ião de m/z 936 corresponde à POPS glicada com um grupo cetona (a).
O ião de m/z 950 corresponde à POPS glicada com dois grupos cetona (b). O ião de m/z 952
corresponde à POPS glicada com um grupo cetona e um grupo hidróxilo (c). O ião de m/z
966 corresponde à POPS glicada com dois grupos cetona e um grupo hidróxilo (d). O ião
de m/z 968 corresponde à POPS com um grupo cetona e dois grupo hidróxilo ou um grupo
hidroperóxido (e). O ião de m/z 982 corresponde à POPS glicada com dois grupos cetona e
dois grupos hidróxilo ou um grupo hidroperóxido (f). O ião de m/z 984 corresponde à POPS
glicada com um grupo cetona e três grupos hidróxilo ou dois grupos hidróxilo e um grupo
hidroperóxido (g)
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(a) ião de m/z 938 (922+16) (b) ião de m/z 954 (922+32)
(c) ião de m/z 970 (922+48) (d) ião de m/z 986 (922+64)
Figura 4.7: Cromatogramas de corrente iónica reconstruída (RIC), dos iões resultantes da
inserção de oxigénios na forma hidróxidos e hidroperóxidos na POPS glicada, na forma
[M−H]−. O ião de m/z 938 corresponde à POPS glicada com um grupo hidróxilo (a).
O ião de m/z 954 corresponde à POPS glicada com dois grupos hidróxilos ou um grupo
hidroperóxido (b). O ião de m/z 970 à POPs glicada com três grupos hidróxilo ou um grupo
hidróxilo e um grupo hidroperóxido (c). O ião de m/z 986 corresponde à POPS glicada com
quatro grupos hidróxilo ou dois grupo hidroperóxido ou dois grupos hidróxilo e um grupo
hidroperóxido (d)
(a) POPS+58 (m/z 818) (b) POPS+72 (m/z 832)
Figura 4.8: Cromatogramas de corrente iónica reconstruída (RIC), dos iões resultantes de
quebra na glucose, na forma [M−H]−
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Figura 4.9: Espectros HPLC-MS/MS do produto de oxidação da POPS glicada de m/z 936,
na forma de [M−H]−, obtidos a tempos de eluição de 11,02 e 18,35 minutos
Na Figura 4.9 encontram-se os espectros de HPLC-MS/MS do ião de m/z 936 (922+O−
2Da) a tempos de retenção diferentes (11,02 e 18,35 minutos). Na Figura 4.9A encontra-se
o espectro de HPLC-MS/MS do ião 936 aos 11,02 minutos, onde são observados três iões
fragmento maioritários. A m/z 281 encontra-se o ião correspondente ao ácido oleico, não
modificado, na forma carboxilada, sugerindo que a inserção de oxigénio na forma de uma
cetona não esteja a ocorrer na cadeia insaturada do fosfolípido. A m/z 673 encontra-se o ião
fragmento resultante da perda de neutro de 263 (87+162+14) Da confirmando que a inserção
do oxigénio não esteja a ocorrer nas cadeias acil. A m/z 760 encontra-se o ião fragmento
correspondente à fosfatidilserina não modificada resultante da perda de neutro de 176 Da
(162+14) em relação ao ião de m/z 936. Esta perda resulta da perda conjunta da molécula de
glucose com uma cetona, sugerindo que a inserção do oxigénio tenha ocorrido na molécula
de glucose. O facto de não ser observada a perda típica de 90 Da na molécula de glucose
sugere que a inserção da cetona tenha ocorrido no carbono 6.
Na Figura 4.9B encontra-se o espectro de HPLC-MS/MS do ião m/z 936 obtido aos 18,35
minutos que apresenta um perfil de fragmentação distinto do descrito anteriormente. Neste
espectro são observados três iões fragmento. Um ião a m/z 295 identificado como o ião do
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ácido oleico oxidado, sugerindo que o produto de oxidação resulte de uma modificação, não
na cabeça polar da fosfatidilserina, mas na sua cadeia insaturada na posição sn2. Os restantes
dois iões fragmento confirmam esta suposição apresentando valores de m/z de 687 (673+14)
e de m/z 774 (760+14). O ião de m/z 687 é identificado como um ião fragmento resultante da
perda da cabeça glicada (249 Da) possuindo uma das cadeias acil oxidadas. O ião de m/z 774
corresponde ao ião resultante da perda da molécula de glucose (162 Da) obtendo-se o ião de
m/z 774. Este ião apresenta a mesma estrutura que a POPS nativa com uma das cadeias acil
modificadas com um grupo ceto.
Figura 4.10: Espectros HPLC-MS/MS do produto de oxidação da POPS glicada de m/z 938,
na forma de [M−H]−, obtidos aos 20,60 minutos
Na Figura 4.10 encontra-se os espectros de HPLC-MS/MS para o ião 938 (922+O)
aos 20,60 minutos. A m/z 297 encontra-se o ião correspondente ao ácido oleico modifi-
cado (281+O) sugerindo que a inserção do oxigénio na forma de um grupo hidroxilo tenha
ocorrido na cadeia insaturada na posição sn2. A m/z 689 e 776 encontram-se dois iões que
confirmam esta sugestão. Estes iões resultam da perda de 249 Da (87+162) correspondendo à
perda da cabeça polar, incluíndo a glucose, e da perda de 162 Da que corresponde à perda da
glucose não modificada, respectivamente. Adicionalmente também é observada uma perda
de 90 Da que corresponde à fragmentação típica da glucose, significando que nesta zona não
ocorreu alteração na molécula de glucose. Todos estes iões fragmento sugerem que a inser-
ção de 16 Da, correspondente à inserção de um átomo de oxigénio na forma de um grupo
hidroxilo, tenha ocorrido na cadeia acil insaturada da fosfatidilserina glicada.
Apesar de se esperar a formação de produtos de oxidação resultantes de modificações na
molécula de glucose com grupos hidroxilo e hidroperoxilo, esses produtos de oxidação não
foram encontrados para este valor de m/z (m/z 938). Uma vez que estes produtos de oxidação
não são encontrados sugere-se que se possam ter-se formado em algum momento da reacção
86
4.3 Resultados e Discussão Estudo da glicoxidação de fosfatidilserinas por MS
de oxidação mas que poderão ser pouco estáveis, levando à quebra da molécula de glucose,
não sendo por isso identificados.
4.3.5.2 Produtos de oxidação da POPS glicada resultantes de quebras na molécula de
glucose
Figura 4.11: Espectro HPLC-MS/MS do produto de oxidação da POPS glicada de m/z 818,
na forma de [M−H]−, obtido aos 11,86 minutos
Ao analisar os espectros de HPLC-MS/MS dos iões identificados como produtos de oxi-
dação resultantes de quebras na molécula de glucose é possível identificar a estrutura mole-
cular destes dois compostos (Tabela 4.4 na página 84).
A valores de m/z de 818 foi possível identificar um produto de oxidação que apresenta
uma diferença de massa de 58 Da em relação à POPS nativa. O espectro de HPLC-MS/MS
(Figura 4.11) sugere que este produto de oxidação resulte de uma quebra na glucose no
carbono 2 havendo a formação de um grupo carboxilo. Nesse mesmo espectro é possível
observar três iões fragmento. A m/z 281 encontra-se o ião fragmento correspondente ao
ácido oleico na forma carboxilada sugerindo que não exista qualquer modificação neste ácido
insaturado. A m/z 673 encontra-se o ião fragmento resultante da perda típica da cabeça
polar da fosfatidilserina (87 Da). A m/z 760 encontra-se o ião fragmento correspondente
à fosfatidilserina não modificada, sugerindo que as modificações ocorrem na molécula de
glucose. Assim, sugere-se que durante a reacção de oxidação tenha ocorrido uma quebra
entre C2 e C3 na molécula de glucose com a formação de um derivado NHCHOHCHO uma
vez que é observada uma perda de 58 Da (CHCOOH). Derivados NHCHOHCHO já foram
encontrados noutro estudo de glicoxidação de fosfatidiletanolaminas [19].
A valores de m/z 832 foi possível encontrar outro produto de oxidação resultante de que-
bra na glucose. Este produto de oxidação resulta da perda de neutro de 90 Da em relação
à POPS glicada. O espectro de HPLC-MS/MS (Figura 4.12) é constituído por dois picos,
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na zona de valores de m/z entre os 200 a 300 onde normalmente são encontrados os áci-
dos gordos carboxilados, que correspondem aos ácidos gordos não modificados (m/z 255 e
281), sugerindo que não estejam a ocorrer modificações nas cadeias acil. Também é possível
observar neste espectro um ião de m/z 673 e um ião de m/z 760. O ião m/z 673 corres-
ponde ao ião fragmento resultante da perda da cabeça polar da serina (87+72), resultando
num ião de m/z 673 constituído pelos dois ácido gordos não modificados, glicerol e pelo
grupo fosfato. O ião de m/z 760 corresponde ao ião fragmento resultante da perda de 72 Da
(CHOHCH2CO) resultando na fosfatidilserina não modificado. Estes dois iões fragmento
vêm confirmar que as modificações oxidativas ocorreram na molécula de glucose. Com isto
sugere-se que o produto de oxidação de m/z 832 seja um derivado NHCHOHCH2CO, visto
não ser observada a perda típica de 162 Da correspondente à molécula de glucose mas sim
uma perda de neutro de 72 Da (CHOHCH2CO).
Figura 4.12: Espectros HPLC-MS/MS do produto de oxidação da POPS glicada de m/z 832,
na forma de [M−H]−, obtido aos 8,58 minutos
4.4 Conclusão
Observando os espectros de ESI-MS (Figura 4.2 na página 77) e ESI-MS/MS (Figura 4.3
na página 78) confirmamos que a síntese das fosfatidilserinas glicadas. Variando as condi-
ções de reacção nos diferentes ensaios foi possível identificar o comportamento da reacção e
alcançar um bom rendimento. Foi possível concluir que o aumento do tempo de incubação
não é o factor preponderante para se obter um rendimento mais elevado. A conjugação de
concentrações relativamente elevadas, aumento de temperatura, utilização de metanol como
solvente e tempos de incubação reduzidos permitem aumentar o rendimento da reacção e
reduzir a formação de produtos de oxidação.
Na análise dos espectros de ESI-MS (Figura 4.4 na página 79) e ESI-MS/MS (Figura 4.3
na página 78) da mistura glicoxilada foi possível identificar a formação da fosfatidilserina
glicada e estudar a sua fragmentação típica.
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4.4 Conclusão Estudo da glicoxidação de fosfatidilserinas por MS
Para aprofundar a caracterização dos produtos de oxidação obtidos da glicoxidação de
fosfatidilserinas, foram estudadas por HPLC-MS e HPLC-MS/MS duas misturas oxidativas.
A primeira resultou na oxidação de fosfatidilserinas nativas e a segunda na oxidação de fos-
fatidilserinas glicadas. Comparando os dois espectros de HPLC-MS foi possível identificar
os produtos de oxidação, que se formaram apenas na oxidação de fosfatidilserinas glicadas.
Esses produtos de oxidação foram estudados por HPLC-MS/MS. Desse estudo, foi possível
identificar produtos de oxidação resultantes da inserção de oxigénios na forma de cetonas,
hidroxilos e hidroperóxidos na cadeia insaturada (ácido oleico) e produtos de oxidação re-
sultantes de quebra na molécula de glucose. Destes últimos identificaram-se dois produtos
de oxidação: um com quebra entre o carbono 2 e 3 e outro entre o carbono 3 e 4. O produto
de oxidação resultantes da quebra da glucose entre C3 e C4 ainda não tinha sido descrito em
fosfolípidos glicados até à data.
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Capítulo 5
Conclusões
Com a realização deste trabalho foi possível alcançar diferentes objectivos com sucesso,
contribuindo, não só, para a elucidação dos produtos de oxidação que se formam em proces-
sos oxidativos de fosfatidilserinas e fosfatidilserinas glicada, mas também para a compreen-
são do papel de alguns destes produtos de oxidação na resposta imune.
Em primeiro lugar, foi estudado o comportamento de fosfatidilserinas nativas em condi-
ções oxidativas, nomeadamente pela acção do radical hidroxilo. Deste estudo foi possível
identificar produtos de oxidação resultantes da inserção de oxigénios nas cadeias acil insa-
turadas de fosfatidilserinas. Para além disso, foi possível identificar, pela primeira vez, a
formação de quatro famílias de produtos de oxidação resultantes de modificações na serina
da cabeça polar da fosfatidilserina, pela acção do radical hidroxilo in vitro. Estes produtos
de oxidação foram identificados como [M−H− 13]− (terminal hidroperoxidoacetaldeido),
[M−H−29]− (terminal hidroxiacetaldeido) e [M−H−30]− (terminal acetamida). O ácido
fosfatídico (PA) também é formado nestas condições oxidativas, constituindo a quarta famí-
lia dos novos produtos de oxidação identificados. Os produtos de oxidação obtidos foram
caracterizados por TLC, ESI-MS e ESI-MS/MS no modo negativo.
Utilizando os novos produtos de oxidação obtidos, resultantes de alterações na cabeça po-
lar de fosfatidilserinas, foi possível estudar o seu papel na resposta imune. Neste estudo, utili-
zando sangue total, procedeu-se a um ensaio preliminar onde foi possível estudar a interacção
destes produtos de oxidação com monócitos e células dendríticas mieloides e avaliar a sua
capacidade de induzir a produção de duas citocinas (IL-8 e TNFα). Deste ensaio destacou-se
os derivados 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfohidroperoxiacetaldeído (POPS -13 Da)
como grandes promissores de poderem activar a resposta imune. Estes derivados foram es-
tudados para cinco interleucinas (IL-8, TNFα, MIP-1β, IL-6 e IL-1β) confirmando-se a sua
actividade pró-imune.
Numa segunda fase deste trabalho, estudou-se a oxidação de fosfatidilserinas glicadas.
Para tal, procedeu-se à síntese de fosfatidilserinas glicadas, utilizando-se diferentes meto-
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dologias de forma a optimizar as condição de síntese. Deste estudo foi possível obter com
sucesso fosfatidilserinas glicadas. As reacções de síntese foram monitorizadas por ESI-MS
e os aductos de glucose caracterizados por ESI-MS/MS no modo negativo.
As fosfatidilserinas glicadas foram colocadas sob a acção do radical hidroxilo de forma a
avaliar o seu comportamento nestas circunstâncias. Deste estudo, foi possível verificar que as
fosfatidilserinas são mais susceptíveis à oxidação quando se encontram na forma glicada. Os
produtos de oxidação obtidos foram caracterizados por ESI-MS/MS identificando-se produ-
tos de oxidação resultantes da inserção de grupos hidroxilo, hidrperóxilo e cetona na cadeia
acil insaturada da fosfatidilserina.
Com o intuito de aprofundar a caracterização dos produtos glicoxidados, a mistura oxi-
dada (obtida no capítulo 2) e a mistura glicoxidada (obtida no capítulo 4) foram estudas por
HPLC-MS e HPLC-MS/MS. Desta análise foi possível identificar os diferentes isómeros
funcionais e posicionais resultantes da inserção de oxigénios na cadeia acil insaturada e na
cabeça polar da fosfatidilserina glicada. Para além disso, também foi possível identificar-se
produtos de oxidação resultantes de quebra na molécula de glucose da fosfatidilserina gli-
cada. Estes útlimos produtos de oxidação resultam de quebras da glucose entre os carbonos
C2 e C3 e entre os carbonos C3 e C4 da glucose, em que o produto de oxidação resultante
de quebra da glucose entre C3 e C4 ainda não tinha sido descrito até à data.
Este trabalho vem contribuir para uma melhor elucidação das modificações que ocorrem
em fosfolípidos, em especial em fosfatidilserinas, na presença de glucose. Fosfatidilserinas
glicadas apresentam uma maior susceptibilidade de oxidação podendo estar envolvidas no
desencadeamento de diversas patologias como aterosclerose e Alzheimer. Por outro lado,
existem evidências que a externalização de fosfatidilserinas oxidadas pode ser o mecanismo
chave de reconhecimento de células apoptóticas por células do sistema imunidade. Os resul-
tados descritos deste trabalho podem ser uma mais valia na compreensão desse mecanismo.
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